Factoren die eiwitkwaliteit en gehalten aan antinutritionele factoren (ANF's) beinvloeden in peulvruchten, kruisbloemigen en enkele andere landbouwgewassen : een literatuurverkenning by Braber, J.M.
Factoren die eiwitkwaliteit en gehalten aan antinutritionele factoren (ANPs) 
beïnvloeden in peulvruchten, kruisbloemigen 





DLO Centrum voor Agrobiologisch Onderzoek (CABO-DLO) 
Postbus 14, 6700 AA Wageningen 




1. Inleiding 3 
1.1 Probleemste l l ing en doel 3 
1.2 De verbindingen en de gewassen 3 
2. Werkwijze 7 
2.1 Gescreende plantesoorten 7 
2.2 Antinutrionele factoren 7 
2.2.1 Eiwitachtige verbindingen 7 
2.2.2 Overige verbindingen 7 
2.3 Aandachtspunten bij de recherche 7 
2.3.1 Definitie, structuur en analyse 7 
2.3.2 Effecten in dier en mens 7 
2.3.3 Functie in de plant 8 
2.3.4 Vóórkomen in de plant 9 
2.3.5 Invloed van omgevingsfactoren en teelt-
maatregelen 9 
2.3.6 Veredelingsaspecten 10 
2.3.7 Produktbehandeling 11 
2.4 Gebruikte bronnen 11 
2.5 Indeling rapport 11 
3. Onderzoek naar de invloed van omgevingsfactoren 
en teeltmaatregelen op kwaliteitsaspecten 13 
3.1 Invloed van N- en S-voorziening 13 
3.1.1 De ontwikkeling van de symbiose met Rhizobium bij 
vlinderbloemigen 13 
3.1.2 Eiwit in zaden van vlinderbloemigen 14 
3.1.3 Zwavelopname via de wortels 15 
3.1.4 Zwaveldioxide uit de lucht 17 
3.2 Invloed van verzuring 18 
3.2.1 Algemeen 18 
3.2.2 Invloed van pH van de beregening 19 
3.3 Conclusies 19 
4. Interne en externe factoren die het gehalte aan ANFs bepalen 21 
4.1 Lectinen 21 
4.1.1 Definitie, structuur en analyse 21 
4.1.2 Effecten in dier en mens 21 
4.1.3 Functie in de plant 21 
4.1.4 Vóórkomen in de plant 22 
4.1.5 Invloed van omgevingsfactoren en teeltmaatregelen 23 
4.1.6 Veredelingsaspecten 23 
4.1.7 Produktbehandeling 24 
4.2 Proteaseremmers 25 
4.2.1 Definitie, structuur en analyse 25 
4.2.2 Effecten in dier en mens 25 
4.2.3 Functie in de plant 25 
4.2.4 Vóórkomen in de plant 2 6 
4.2.5 Invloed van omgevingsfactoren en teeltmaatregelen 26 
4.2.6 Veredelingsaspecten 26 
4.2.7 Produktbehandeling 27 
Pagina 
4.3 Glucosinolaten 28 
4.3.1 Definitie, structuur en analyse 28 
4.3.2 Effecten in dier en mens 30 
4.3.3 Functie in de plant 30 
4.3.4 Vóórkomen in de plant 30 
4.3.5 Invloed van omgevingsfactoren en teeltmaatregelen 32 
4.3.6 Veredelingsaspecten 35 
4.3.7 Produktbehandeling 36 
4.4 Alkaloïden 37 
4.4.1 Definitie, structuur en analyse 37 
4.4.2 Effecten in dier en mens 37 
4.4.3 Functie in de plant 37 
4.4.4 Vóórkomen in de plant 38 
4.4.5 Invloed van omgevingsfactoren en teeltmaatregelen 38 
4.4.6 Veredelingsaspecten 38 
4.4.7 Produktbehandeling 38 
4.5 Tanninen 39 
4.5.1 Definitie, structuur en analyse 39 
4.5.2 Effecten in dier en mens 42 
4.5.3 Functie in de plant 43 
4.5.4 Vóórkomen in de plant 44 
4.5.5 Invloed van omgevingsfactoren en teeltmaatregelen 49 
4.5.6 Veredelingsaspecten 51 
4.5.7 Produktbehandeling 52 
4.6 Vicine en convicine 56 
4.6.1 Definitie, structuur en analyse 56 
4.6.2 Effecten in dier en mens 56 
4.6.3 Functie in de plant 57 
4.6.4 Vóórkomen in de plant 57 
4.6.5 Invloed van omgevingsfactoren en teeltmaatregelen 57 
4.6.6 Veredelingsaspecten 57 
4.6.7 Produktbehandeling 58 
4.7 Conclusies 59 
Discussie en suggesties 61 
5.1 Inleiding 61 
5.1.1 Invloed van N- en S-voorziening op 
kwaliteitsaspecten 61 
5.2 Omgevingsfactoren 62 
5.2.1 N- en S-voorziening 62 
5.2.2 Licht 64 
5.2.3 Verzuring 65 
5.3 Veredeling 65 
5.4 Produktbehandeling 66 




II Zwavelverwerking in blad onder invloed van S02 
Samenvatting 
Dit rapport is een overzicht over de recente literatuur (tot 1991) 
betreffende factoren en processen die van invloed zijn op het gehalte 
aan antinutritionele factoren (ANF's) en andere kwaliteitsfactoren in 
planten of delen daarvan, met als uitgangspunt landbouwgewassen of 
-Produkten die in Nederland geteeld kunnen worden en van belang zijn 
als veevoeder. Het doel van deze literatuurrecherche was om hiaten en 
nieuwe wegen aan te geven bij het onderzoek naar maatregelen tijdens 
de teelt teneinde ANF-gehalten in het landbouwprodukt te verminderen. 
Ook is aandacht besteed aan de potentiële mogelijkheden van veredeling 
en produktbehandeling voor dit doel. 
Met name is gezocht naar gegevens betreffende lectinen, protease-
remmers, glucosinolaten, alkaloïden, tanninen (flavonoïden, (poly)-
fenolen)), en vicine en convicine. De glucosinolaten komen in 
Brassïca-zaden voor; de overige vooral in zaden van vlinderbloemigen, 
met name Vicia f aba. 
Door veredeling waren al successen geboekt bij verlaging van 
glucosinolaatgehalten in Brassica (00-rassen). Uit proeven met die 
nieuwe rassen is het mechanisme opgehelderd van de glucosinolaat-
vorming in de zaden. Deze fungeren als buffervoorraad van overmaat 
zwavel en worden in alle vegetatieve plantedelen gebiosynthetiseerd. 
In de 00-rassen is de laatste stap in deze biosynthese geblokkeerd. Ze 
zijn gevoeliger voor S-gebrek dan de O-rassen. In de O-rassen is het 
gehalte lager naarmate de zwavelvoorziening van de plant geringer is, 
die mede wordt bepaald door het zwaveldioxide-gehalte in de lucht. 
Wat betreft de eiwitachtige ANF's (lectinen en proteaseremmers) zouden 
de gehalten verlaagd kunnen worden door de biosynthese te verschuiven 
naar andere eiwitfracties. Omdat deze eiwitten behalve ANF zelf ook 
een belangrijk voedingsbestanddeel zijn zal daarmee ook de voedings-
waarde veranderen. In zaden van peulvruchten beperken de lage gehalten 
aan zwavelhoudende aminozuren de voedingswaarde. In proeven over 
verschuiving van de samenstelling van eiwitfracties naar een beter 
zwavelgehalte in de zaadeiwitten blijkt, dat de eiwitopbrengst minder 
is dan van qua aminozuursamenstelling van het zaadeiwit betere rassen. 
Verder verandert de samenstelling van zaadeiwit ook ten gunste van de 
zwavelrijkere fracties onder suboptimale groei-omstandigheden. 
Voor de praktijk betekent dit, dat afhankelijk van het zwavel-
gehalte van het lectine, het resultaat van gerichte ANF-vermindering 
(door veredeling bv.) ook zou kunnen zijn dat de aminozuur-samen-
stelling van het totaal-zaadeiwit en de opbrengst verslechteren. 
Het onderzoek over proteaseremmers betreft vooral sojabonen. Er is 
geen onderzoek bekend over relaties met omgevingsfactoren. Als het een 
S-depôt zou zijn, wat wel is verondersteld vanwege het hoge cystine-
gehalte, zou er een relatie met zwavelvoorziening moeten zijn. 
Het gehalte van gecondenseerde tanninen in zaden (zaadhuiden) van 
vlinderbloemigen bij de oogst hangt samen met het gehalte aan flavo-
noïden tijdens de ontwikkeling, waar ze door condensatie uit ontstaan 
tijdens het afrijpen bij het indrogen van de zaadhuiden. 
Verlaging van tanninegehalte in het eindprodukt zou kunnen worden 
bewerkstelligd door de flavonoïdefractie te verminderen door verede-
ling of genetische manipulatie. Ingrijpen in het verdrogings/oxydatie-
proces zou theoretisch ook een weg zijn die de condensatie kan vermin-
deren. Er is nauwelijks onderzoek gedaan naar de invoed van omgevings-
factoren op het gehalte aan gecondenseerde tanninen in zaden. Bij het 
weinige onderzoek is geen invloed gevonden van oogstjaar, bodem, 
beregening en gebruik van de groeiregulator Alar. 
Meer is bekend van het gedrag van gecondenseerde tanninen in 
bladeren. Door onderzoek van vlinderbloemige voedergewassen voor 
herkauwers kon een verband worden gelegd tussen het optreden van 
trommelzucht en het tanninegehalte in de bladeren. Afhankelijk van het 
oplosbaar-eiwit-gehalte van het blad moet er een minimaal gehalte 
gecondenseerde tanninen aanwezig zijn om trommelzucht te verhinderen, 
door complex-vorming met dat eiwit in de pens. Onder arme omstandig-
heden bevatten de gewassen meer tannine (bij een mindere opbrengst en 
lager eiwit-gehalte) . 
Het gehalte in blad van bomen staat onder invloed van onder meer 
zwaveldioxide in de lucht. Hoe hoger de luchtverontreiniging, hoe 
minder gecondenseerde tanninen de bladeren bleken te bevatten bij een 
grotere gevoeligheid voor vraat. 
Het tanninegehalte in blad is hoger bij planten die tijdens de 
groei meer licht hebben gehad, vooral uit het UV-gebied. 
Uit onderzoek is niet gebleken dat het gehalte in bladeren in 
relatie staat tot het uiteindelijke gehalte in zaden van dezelfde 
plant. Conclusies over invloed van omgevingsfactoren in blad gelden 
dus niet voor de zaden. 
Alkaloïden vormden een probleem in lupine, een voedergewas dat voor 
Europa niet van belang is. Door veredeling is het niveau te verlagen. 
Van vicine en convicine in de cotylen van veldbonen en in lupine-
zaden is nog niet veel bekend. De gehalten variëren en vertonen onder-
ling geen relatie. 
Voor alle beschouwde ANF's zijn redelijke perspectieven om de gehalten 
te verlagen door veredeling. De invloed van maatregelen en omgevings-
factoren is minder grijpbaar en voorspelbaar. Vele theoretische moge-
lijkheden zijn niet van belang voor de praktijk omdat ze economisch 
niet haalbaar zijn. 
Als hiaten in het onderzoek worden aangestipt : 
Invloed van optimalisering van zwavelvoorziening op de gehalten aan 
lectinen, proteaseremmers, GLS en gecondenseerde tanninen. 
Invloed van sub-optimale omstandigheden op het gehalte aan flavonoïden 
en tanninen in zaden van Vicia f aba; verband tussen gehalte in blad en 
zaden (zaadhuiden; bloemblaadjes). 
Invloed van belichtingskwaliteit en -intensiteit op tanninevorming in 
zaden en bladeren van Vicia faba. 
1 Inleiding 
1.1 Probleemstelling en doel 
In veel landbouwgewassen en -produkten komen verbindingen voor die bij 
consumptie een negatieve invloed hebben op de voedingswaarde of de 
verteerbaarheid voor mens en dier. Soms kunnen de schadelijke stoffen 
onwerkzaam worden gemaakt door een bewerking. Een bekend voorbeeld 
hiervan is voorkóming van favisme bij personen uit het Middellandse 
Zeegebied die een relevant enzym missen. Door het koken van veldbonen 
worden de daarin aanwezige voor hen schadelijke ANF's geïnactiveerd. 
Voor de humane voeding is een dergelijke maatregel door de klein-
schaligheid eenvoudig uitvoerbaar. Voor veevoeding wordt dat al gauw 
te duur. 
Teneinde ANF-houdende gewassen en -produkten toch te kunnen gebrui-
ken als veevoer zou het gehalte minimaal moeten zijn. Daarbij is van 
belang te weten dat ANF's soms bescherming tegen ziekten, plagen en 
vraat bieden. Bij veredelen of anderszins effectueren van een lager 
ANF-gehalte in een gewas loopt men daardoor de kans dat de opbrengst 
daalt of dat het gewas vatbaarder wordt voor pathogenen. In het onder-
zoek is aan dit aspect veel aandacht besteed. 
Het hoofddoel van deze literatuurverkenning was, na te gaan of een 
lager ANF-gehalte mogelijk door teeltmaatregelen te bereiken is, en 
suggesties te doen voor noodzakelijk onderzoek op dat terrein. Daartoe 
is gezocht naar verbanden van ANF-gehalten met omgevingsfactoren. De 
literatuur daarover bleek zeer beperkt van omvang, waarna het zoekveld 
is uitgebreid naar andere kwaliteitsfactoren. 
1.2 De verbindingen en de gewassen 
De zogenaamde antinutritionele factoren, hier verder te noemen ANF's, 
zijn van zeer gevarieerde chemische structuur en eigenschappen. Onder 
de hier gehanteerde definitie worden de meer acuut-toxische secundaire 
metabolieten, zoals erucazuur in koolzaad, ergot-alkaloïden in graan 
of saponinen in vlinderbloemigen buiten beschouwing gelaten. Als ANF's 
worden in deze literatuursamenvatting die verbindingen beschouwd die 
een direct (door de smaak of geur) of indirect negatief effect verto-
nen op de voederopname of op de spijsvertering, door remming van de 
betrokken enzymen of door een slechter verteerbaar maken van eiwitten 
door complexvorming. 
De volgende ANF's zijn in deze literatuurrecherche betrokken: 
lectinen, proteaseremmers, glucosinolaten, alkaloïden, tanninen en 
(con)vicine. 
Uit economische overwegingen ging de aandacht uit naar de ANF's in 
peulvruchten die binnen de EG werden geteeld, en die in de tachtiger 
jaren een bescheiden rol kregen ter vervanging van de soja uit Noord-
en Zuid-Amerika (sojabonen bevatten overigens ook ANF's). Europese 
omstandigheden zijn minder geschikt voor de teelt van sojabonen. Als 
vervangers voor het veevoer kwamen vooral in aanmerking Vicia faba, 
Phaseolus aureus en Pisum sativum. Van de overige gewassen is vooral 
koolzaad interessant (Brassica napus). 
In één gewas of produkt kunnen ANF's uit verschillende groepen 
vóórkomen. De belangrijkste ANF's per type gewas zijn samengevat in 
Fig. 1.1 (Naar: Huisman & Van der Poel, 1987). De gehalten zijn 
verschillend per orgaan en hangen samen met het groei- of rijpings-
Stadium (zie Fig. 1.2). Van de ANF's in peulvruchten voor humane 
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Figuur 1.2 
Gehalten aan ANF's in bonen van Vicia faba tijdens de zaadontwikkeling 
(Uit: Sjödin et al., 1981; aangevuld met gegevens van Pitz et al., 1981). 
N.B. De niveaus van de gehalten zijn onderling niet vergelijkbaar. 
Er is onderzoek geweest naar verlaging van de gehalten aan de onge-
wenste verbindingen uit de gewassen of de produkten door veredeling, 
produktbehandeling of door teeltmaatregelen. Dat laatste is een 
mogelijkheid als de gehalten samenhangen met omgevingsfactoren, wat 
voor bijvoorbeeld tanninen inderdaad zo is (Reid et al., 1974). 
Ondanks de aandacht die er in het onderzoek aan wordt geschonken, 
is vaak nog niet duidelijk wat de werking van verschillende ANF's 
precies is. Per diersoort is dat bovendien verschillend. Het effect 
van een ANF zal voor herkauwers wezenlijk anders zijn dan voor kippen; 
jonge dieren kunnen anders reageren dan volwassen. Het beeld wordt 
vertroebeld doordat meer ANF's in één voedercomponent kunnen vóór-
komen. 
Een recent overzicht van ANF's in voedergrondstoffen voor varkens 
en pluimvee is gemaakt door Huisman en Van der Poel (1987). De effec-
ten voor het landbouwhuisdier zijn bij deze literatuurrecherche wel 
genoemd, maar het onderzoek ernaar was geen aandachtspunt. 
Om tot gerichte produktverbetering van veevoer te kunnen komen is het 
nodig dat duidelijk is om welke chemische verbindingen het gaat bij de 
verschillende doelgroepen (herkauwers; eenmagigen; gevogelte). Ook is 
inzicht nodig in de genetische eigenschappen van het materiaal met 
betrekking tot de specifieke ANF's en in de invloed van de externe en 
interne omstandigheden op het metabolisme ervan in de plant. Tenslotte 
moeten er betrouwbare analysemethoden zijn om variëteiten van het 
gewas te kunnen screenen en om de verteerbaarheid te evalueren. 
Met deze kennis, inzichten en methoden als uitgangspunt kan dan 
actie worden ondernomen teneinde het gehalte aan ANF's in landbouw-
produkten te kunnen verlagen. 
Werkwijze 
2.1 Gescreende plantesoorten 
Er is bij deze literatuurrecherche gezocht naar onderzoek betreffende 
vlinderbloemigen, die als zaden (door varkens, kippen) of als blad 
(door herkauwers) worden gegeten en naar glucosinolaten in Brassica-
soorten. 
Met name is gezocht naar Vicia, Phaseolus, Pisum, Sorghum, 
Brassica, Glycine, Lupinus, Lathyrus, Castor bean, Ricinus, 
Pithecolobium lobatum, Stizolobium, Chenopodium, Zea, maize, cereal, 
*bean*, lupin, legume*, Leguminosae, soyabean, Glycine max, 
Cruciferae, cruciferous crops, Calliandra calothyrsus, Desmodium, 
Acacia, Pterocarpus, Capparidaceae, woody species, tree*, shrub*, 
browse*. Voor een sterretje kan elke letterreeks worden ingevuld (zie 
Bijlage 1). 
2.2 Antinutritionele factoren 
De volgende (groepen) ANF's zijn bekend in de meest gangbare landbouw-
gewassen die geschikt zijn als veevoedergrondstof: 
2.2.1 Eiwitachtige verbindingen: 
l ec t inen en/of r e se rve -e iwi t t en ; 
legumine en v i c i l i n e in Vicia; faseol ine in Phaseolus; 
proteaseremmers: t r y p s i n e - en chymotrypsineremmers; subti l is ineremmers 
2.2.2 Overige verbindingen: 
glucosinolaten (vooral in Cruciferen) 
alkaloïden (vooral in lupinen) 
flavonoïden (fenolachtige verbindingen; polymeriseren tot geconden-
seerde tanninen) 
vicine, convicine (vooral in peulvruchten; ook in lupinezaden) 
Er is gezocht op de trefwoorden *vicine, viciline, tannin*, *trypsin*, 
inhibitor*, *glucosinolat*, lectin*, *alkaloid*, saponin*, phytin* 
acid , antinutritional factor, ANF, phytoalexin*, plant metabolites, 
elicitor*, *agglutinin*, *flavonoid*, sulfur amino acids. 
2.3 Aandachtspunten bij de recherche 
2.3.1 Definitie, structuur en analyse 
Er zijn per ANF gegevens verzameld over de structuren, de biosynthese 
en de chemische analyse. 
De (bio)chemische analysemethoden waarmee in het verleden geanaly-
seerd is, geven niet altijd even betrouwbare resultaten. Daardoor zijn 
opgegeven gehalten uit verschillende bronnen moeilijk onderling ver-
gelijkbaar. 
2.3.2 Effecten in dier en mens 
Er is gezocht naar literatuur over ANF's in de genoemde planten met 
als onderdeel van de derde groep trefwoorden: nutritive value, 
digestibility of fodder value. Dit was echter niet het hoofdonderwerp 
van deze studie. 
2.3.3 Functie in de plant 
Aan dit onderwerp is veel aandacht besteed omdat uit de functie van 
een chemische verbinding in de plant mogelijk af te leiden valt onder 
welke omstandigheden die ontstaat of verdwijnt. Lectinen zijn zaad-
eiwitten, die tevens reserve-eiwitten kunnen zijn; dit geldt ook voor 
de proteaseremmers. Behalve de werking als ANF bepalen ze zelf mede de 
voedingswaarde, des te meer naarmate het gehalte hoger is. Ze worden 
als primaire produkten van het plantemetabolisme beschouwd. 
Een aantal andere ANF's (met name de alkaloïden) kan eerder worden 
beschouwd als produkt van het secundaire metabolisme. Bij sub-optimale 
omstandigheden bevat de plant er doorgaans relatief meer van. Voor de 
ANF-werking zijn slechts geringe hoeveelheden nodig. 
Uit kwalitatief oogpunt zijn ANF*s ongewenst in landbouwprodukten 
die als veevoer worden gebruikt. Vanuit de plant gezien is de aanwe-
zigheid van ANF's echter vaak gewenst, in verband met een beschermende 
werking tegen ziekten, plagen en voortijdige consumptie en vraat door 
herbivoren. Dit is een duidelijk facet van de aanwezigheid van met 
name alkaloïden en tanninen in de plant. 
Bij tanninen hebben we te maken met twee groepen die weinig méér 
met elkaar gemeen hebben dan de adstringerende werking (d.w.z. samen-
trekkend: bij contact van een verdunde oplossing van een adstringeren-
de verbinding met slijmvliezen treedt een vernauwing van de bloedvaten 
en vermindering van de afscheiding op). De geconden-seerde tanninen 
hebben de ANF-werking voor éénmagigen en gevogelte; de hydrolyseerbare 
niet. Voor herkauwers is er in een bepaald gehaltetraject van de ge-
condenseerde tanninen juist een gunstig effect op de spijsvertering. 
Omdat 'tanninen' chemisch structureel gezien een vaag begrip is, is 
ook veel aandacht besteed aan de verbindingen waaruit ze door poly-
merisatie ontstaan, de flavonoïden. Beide bevatten OH-groepen aan 
benzeenringsystemen (polyfenolen). Daarom is ook aandacht geschonken 
aan de rol van fenolen in de plant in het algemeen (onder andere van 
fytoalexinen). 
Polyfenolen als communicatiemiddel 
Planten zijn omgeven door al of niet schadelijke micro-organismen. De 
symbiose van een vlinderbloemige met Rhizobium is noodzakelijk voor 
stikstofbinding; schimmels, virussen en insekten zijn meestal ongewen-
ste gasten. 
De combinaties tussen plant en gewenste of ongewenste micro-orga-
nismen zijn vaak zeer specifiek. Die kunnen alleen ontstaan als er een 
communicatie-systeem werkzaam is dat vanuit de microbe de waard-plant 
herkent en vanuit de plant ongewenste gasten afweert en gewenste gas-
ten aanmoedigt en accepteert. Infecties met pathogenen treden meestal 
op door mechanische beschadigingen aan de plant, waarvan er meer zijn 
naarmate de plant ouder is. 
Planten zijn van nature immuun tegen virusinfecties (Zaitlin & 
Huil, 1987). Deze worden door een vector (luis, nematode) van de ene 
plant op de andere overgebracht. Er komen overgevoeligheidsreacties 
voor in planten als reactie op virusinfectie. Verder kan een infectie 
met het ene virus die met een ander verhinderen. 
De interacties tussen planten en schimmels lopen uiteen van obli-
gaat, gewenst tot schadelijk voor de plant (Mayer, 1989). Geen enkele 
plant is resistent. Bij gewenste interacties is een herkennings-mecha-
nisme nodig tussen de waard en zijn gast; bij on-gewenste gasten tre-
den afweerreacties in de plant op. In beide gevallen brengen chemische 
verbindingen, die aldus een signaalfunctie hebben, de communicatie tot 
stand. Als moleculen die geschikt zijn voor signaaloverdracht (qua 
specifieke structuur en fysische labiliteit) komen eenvoudige feno-
lische verbindingen in aanmerking (Lynn & Chang, 1990). Signalering 
speelt een rol bij het induceren van een overgevoeligheidsreactie bij 
virusinfectie, bij herkenning tussen een parasitaire plant en de 
waardplant (Strigra: hydrochinonen), en bij de plant/microbe-herkenning 
(Ehizobium/ Leguminosae: gehydroxyleerde flavonen en flavanonen; 
AgroJbacterium: aromatische methoxyfenolen) . 
2.3.4 Vóórkomen in de plant 
Interessant is te weten in welke planten de verbindingen voorkomen; in 
welk deel of orgaan van de plant het ANF ontstaat en aanwezig is; hoe 
hoog de gehalten zijn; hoe het gehalte verloopt tijdens de ontwik-
keling; en of de gehalten in de verschillende delen in relatie staan 
tot elkaar. 
2.3.5 Invloed van omgevingsfactoren en teeltmaatregelen 
Omdat veredeling op lagere ANF-gehalten wellicht ook negatieve gevol-
gen heeft, moeten ook andere mogelijkheden worden onderzocht om tot 
deze verlaging te komen. Veel ANF's komen voor in vlinderbloemige ge-
wassen. Het succes van de teelt van verschillende van deze gewassen, 
met name veldbonen, is afhankelijk van vele factoren en daardoor erg 
wisselend en onvoorspelbaar. Het is niet eenvoudig om de invloed van 
bodem, beschikbaarheid van elementen, vochtvoorziening, plaats en weer 
en dergelijke op het ANF-gehalte in de landbouwprodukten te onder-
scheiden. Totnutoe is in het onderzoek meer aandacht besteed aan maat-
regelen die het gewas oogstzekerder maken dan aan de kwaliteit van het 
produkt. 
Uit de praktijk is bekend, dat diverse ANF-gehalten in gewassen 
nogal kunnen variëren, ook al zijn de genetische eigenschappen gelijk. 
Onderzoek is beschreven naar het verloop van ANF-gehalten in het zich 
ontwikkelende gewas. 
Pas de laatste jaren is het inzicht gegroeid in de relatie met 
omgevingsfactoren. Als dat beheersbare factoren zijn, hoopt men door 
geschikte teeltmaatregelen, bijvoorbeeld bemesting, te kunnen komen 
tot een kwalitatief beter produkt bij acceptabele opbrengsten. 
De variatie in de samenstelling van een plant of produkt, en 
daarmee de kwaliteit als veevoeder, is het gevolg van een complex van 
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De invloed van de genetische eigenschappen moet worden onderscheiden 
van die van de abiotische (teeltgerichte en verontreinigingsfactoren) 
en de biotische omgevingsfactoren. 
Zaden van vlinderbloemigen hebben een slechte voedingswaarde voor 
éénmagigen vanwege een ongunstige aminozuursamenstelling. Er is een 
relatief groot gebrek in aan de zwavelhoudende aminozuren methionine 
en cyst(e)ïne. 
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Omdat een aantal ANF's ook zwavel bevat (de eiwitten lectinen en 
proteaseremmers, en de glucosinolaten) zou via zwavelbemesting (in 
relatie met de stikstofbemesting) het gehalte kunnen worden beïnvloed. 
Daarom is in dit overzicht speciale aandacht besteed aan de literatuur 
waarin S een proefvariabele was (zie Hoofdstuk 3 en 4). 
Dat verbindingen met fenolische eigenschappen, waartoe ook de 
gecondenseerde tanninen en flavonoïden behoren, iets te maken hebben 
met weerstand tegen ziekten en plagen blijkt ook uit de inductie van 
flavonoïde-achtige structuren in de plant, die optreedt bij infectie. 
Deze verbindingen, fytoalexinen, worden doorgaans niet tot ANF's 
gerekend. 
Fytoalexinen zijn laag-moleculaire organische verbindingen met een 
antimicrobiële werking, die niet voorkomen in gezonde planten. Ze 
ontstaan en accumuleren na blootstellen van een plant aan het micro-
organisme of aan een andere vorm van stress. Er blijken verbindingen, 
selicitors', in de plant aanwezig te zijn of te komen die de produktie 
induceren. Vooral Ueguminosae produceren fytoalexinen, die een 
isoflavonoïde structuur hebben (zie Fig. 2.1; Darvill & Albersheim, 
1984; Smith & Banks, 1986; Goossens et al., 1987; Griffiths et al., 
1987; Dixon & Lamb, 1990)). 
Figuur 2.1 
MeO Structuur van het 
fytoalexins 
(-)-(6aS;llaS)-pisatine 
uit de erwt 
Als trefwoorden bij de recherche zijn ingevoerd acid rain, air pol-
lution, acid deposition, ozone, soil pH, sulfur, sulphur, growth 
regulators, environment, day length, daylength, shikimate pathway, 
water stress, water shortage, temperature, temperature stress, 
nutrition, nutrient*, fertiliz*, sulfur, dificienc*, potassium, 
nitrogen, location effects, genetic variability, pathogen*, resis-
tance, enzyme*, germination, nutritional value, solar radiation, 
phosphor, *phosphate. 
2.3.6 Veredelingsaspecten 
Hoewel veredeling niet een hoofdzoekonderwerp in de recherche was, is 
er toch literatuur over verzameld in de vorm van recente overzichts-
artikelen. Veredeling op laag ANF-gehalte lijkt veelbelovend als de 
variabiliteit in de gehalten tussen verschillende rassen of cultivars 
groot is, maar wordt gecompliceerder als de gehalten van de verschil-
lende ANF's onderling geen correlatie vertonen. Dat laatste is bij-
voorbeeld in veldbonen het geval. 
Verder is genetische manipulatie een veelbelovende techniek, en al 
in onderzoek voor verbetering van de eiwitkwaliteit in peulvruchten. 
Een probleem daarbij is, dat het bij vlinderbloemigen moeilijk is om 
plantjes van diverse weefsels te regenereren, waardoor transgene 
plantjes moeilijk vermeerderd kunnen worden. Zodra daar verbetering in 
komt zal de ontwikkeling weer in een versnelling komen (Bliss, 1990). 
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2.3.7 Produktbehandeling 
Deze literatuur betreft overwegend humane voeding. In de veevoeding is 
deze hoofdzakelijk theoretisch interessant omdat eventuele produkt-
behandelingen doorgaans te duur zullen blijken. 
Door kieming bijvoorbeeld wordt de voedingswaarde van bonen van 
Vicia f aba voor de mens aanzienlijk verhoogd doordat meer ANF's te-
gelijkertijd in gehalte of activiteit verminderen, zoals tannine, 
fytinezuur, vicine en convicine, trypsineremmers en hemagglutinine-
activiteit (Rahma et al., 1987; Babar et al., 1988). 
2.4 Gebruikte bronnen 
Er is een recherche uitgevoerd bij het Pudoc in het computerbestand 
van CABS volgens het zoekprofiel van Bijlage 1, beperkt tot de periode 
januari 1987- augustus 1990 (het moment waarop de recherche is 
uitgevoerd). 
De gevonden titels werden geselecteerd op voorkomen in de drie 
groepen, namelijk de plantenamen en de ANF's (= Bijlage 1, 45: 4757 
titels) en daarna de omgevingsfactoren en dergelijke (= 58: 1716 
titels). Daarna werd deze literatuur beperkt door titels met aanhan-
gend trefwoord 'nitrogen fixation' uit te sluiten en door alleen de 
publikaties in de Engelse, Franse of Duitse taal te selecteren vanaf 
1986. Dit leverde 344 titels op die als uitgangsmateriaal zijn ge-
bruikt. De relevante oudere literatuur is vandaaruit opgespoord. 
Daarnaast zijn de volgende bronnen aangeboord: 
aanwezige literatuur op het vakgebied van collega 's op het gebied van 
koolzaad en veldbonen; 
Faba Bean Abstracts van 1985-1990; 
Annual Review of Plant Physiology en Plant Molecular Biology; 
Annual Review of Biochemstry; 
Phytochemistry; 
meest recente literatuur (tot voorjaar 1991) uit in de CABO-
bibliotheek aanwezige tijdschriften. 
2S Indeling rapport 
Deze literatuurverkenning is als volgt opgebouwd: 
Hoofdstuk 1 bevat een uiteenzetting van de problemen en een overzicht 
van de chemische verbindingen, en de gewassen waarin ze voorkomen. 
Hoofdstuk 2 bevat een inventarisatie van de zoekonderwerpen en de aan-
pak van de literatuurrecherche met de aandachtspunten per afzonder-
lijke ANF, en vermelding van de gebruikte bronnen. 
Hoofdstuk 3 bevat een overzicht van de invloed van teeltgerichte (N-
en S-voorziening van de plant) en verontreinigingsgerichte (verzuring) 
omgevingsfactoren op een aantal kwaliteitsaspecten zoals eiwitgehalte, 
eiwitsamenstelling en voedingswaarde van eetbare zaden. 
Het zoekveld is uitgebreid naar dit terrein toen bleek dat over beïn-
vloeding van kwaliteit in termen van ANF-gehalten weinig onderzoek is 
beschreven, en mede omdat een aantal ANF's zelf tot de eiwitten 
behoort. 
In Hoofdstuk 4 worden de factoren die ANF's beïnvloeden uitgebreid 
behandeld. Hierbij is voor de duidelijkheid en overzichtelijkheid 
gekozen voor een behandeling per groep ANF's. 
- Tenslotte zijn in Hoofdstuk 5 de conclusies vermeld en 
bediscussieerd en worden hiaten in de kennis gesignaleerd. 
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De invloed van omgevingsfactoren en teeitmaatregelen 
op Rhizobiumactiviteit en eiwitkwaliteit 
Weinig van het gepubliceerde onderzoek is bedoeld geweest om de maat-
regelen direct te relateren aan kwaliteit, zoals ANF-gehalten. Een 
aantal onderzoeken heeft betrekking op de kwaliteit van het zaadeiwit. 
In dit literatuuroverzicht is getracht uit dit type onderzoek een 
beeld te vormen van de (on-)mogelijkheden. 
Veranderende omgevingsfactoren die we op gewasniveau niet in de hand 
hebben, hebben onderzoek op gang gebracht op het gebied van de invloed 
van met name zure regen en SC^-verontreiniging in de lucht. 
In verband met de afbraak van de ozonlaag en de toename van de UV-
belichting daardoor is onderzoek op gang gekomen betreffende de in-
vloed op opbrengst en kwaliteit van landbouwgewassen. 
3.1 Invloed van N- en S-voorziening 
3.1.1 De ontwikkeling van de symbiose met Rbizobium bij 
vlinderbloexnigen 
Omdat vlinderbloemigen stikstof uit de lucht binden via hun wortel-
knolletjes is N-bemesting hier overbodig. Alleen in het begin om het 
gewas op gang te helpen voordat de symbiose zich heeft ontwikkeld is 
wat stikstof nodig. De groei en de eiwitopbrengst hangt samen met de 
N-binding. Een kwalitatief goede symbiose is dus noodzakelijk voor een 
succesvolle teelt. 
De vorming van wortelknolletjes hangt samen met de bemesting. In 
kasproeven met veldbonen op zand met voedingsoplossing trad zware 
vorming van wortelknolletjes op bij beperkt nitraataanbod (waarbij 60% 
van de nitraat werd vervangen door chloride), terwijl in de controle 
geen vorming van wortelknolletjes optrad. Het effect was sterker bij 
600 dan bij 300 ppm CO2 in de omringende lucht (Goudriaan & De Ruiter, 
1983) . 
Inoculatie met RhizoJbiuia-lijnen die geselecteerd waren op hoge N-
binding hadden geen invloed op de opbrengst in het veld. Inoculatie 
met slechte lijnen had een negatief effect op de zaadopbrengst (Sorwli 
& Mytton, 1986) . De redenen zijn onduidelijk. Bij witte klaver waren 
combinaties die succesvol waren onder gecontroleerde omstandigheden, 
desondanks slecht in het veld. 
Water stress is een belangrijke factor bij de slechte vorming van 
wortelknolletjes in Vicia f aba (Sprent et al., 1978) . De vorming van 
wortelknolletjes bij in het najaar gezaaide rassen komt pas op gang 
boven 5 'C. Er is een grote variatie in symbiose (Lawes et al., 1978). 
De beschikbaarheid van stikstof, de temperatuur, de vochtvoor-
ziening en de bodem-pH zijn belangrijke factoren bij de ontwikkeling 
van wortelknolletjes na Rhizobium-infectie. 
De N-opname bij planten die bij 6 'C waren gekweekt werd bestudeerd 
door Andrews et al. (1985). Beneden die temperatuur verloopt de 
vorming van wortelknolletjes en de Rhizobium-infectie zeer vertraagd. 
Reeds gevormde wortelknolletjes kunnen bij 0 "C wel N2 binden, maar 
vertraagd. Boven 10 *C komt de ^-binding pas goed op gang. Daarom is 
het gewas bij de lage temperaturen aangewezen op N-bemesting. 
De knolletjesvorming bij Vicia faba en Lathyrus sativus staat ook 
onder invloed van de daglengte (Wesselman, 1987) . 
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Combinatie van N- (40 kg/ha bij het begin van de bloei) en S-bemesting 
met elementaire zwavel (bloem; 10 kg/ha 45 dagen na opkomst) en inocu-
latie van het zaaizaad met Rhizobium leguminosarum is in veldproeven 
in twee jaar (1979-1980 en 1980-1981, qua opbrengst zeer verschillende 
jaren) in Spanje bestudeerd door Olivares et al. (1982). De positieve 
invloed van de inoculatie op de opbrengst die in een aantal gevallen 
werd gevonden, was niet significant. Er was wel een significant posi-
tief effect van de S-bemesting (vooral in combinatie met de inocula-
tie) op de opbrengst, terwijl de hoeveelheid beschikbare zwavel in de 
grond voldoende leek te zijn. Sulfaatbemesting had geen effect. 
3.1.2 Eiwit in zaden van vlinderbloemigen 
In zaden van vlinderbloemigen worden zeer uiteenlopende gehalten eiwit 
aangetroffen. Planten van Vicia f aba en Glycine max, en de nutriënten-
toestand van de zes verschillende proefvelden gedurende drie jaar bij 
twee bemestingsniveaus (P, K en S; geen N) werden in verschillende 
stadia geanalyseerd in Noord-Canada (Bailey & Grant, 1989). De soja-
bonen hadden een hoger eiwitgehalte en de eiwitopbrengst per ha was 
hoger dan van de veldbonen. 
Het eiwitgehalte in zaden van 300 monsters van verschillende 
herkomst van Vicia faba varieerde van 20,3-32,5% (Haro et al., 1980) . 
Er is een groot verschil tussen de potentiële en actuele opbrengst van 
veldbonen. Veel onderzoek naar de oorzaken is verricht. Daaruit is 
gebleken dat de plaats en de groeiomstandigheden (vooral vochtvoor-
ziening) de belangrijkste beperkende factoren zijn. Blijkbaar heeft 
het gewas een beperkt vermogen voor fysiologische aanpassing (Grashoff 
et al., 1987) . 
Onderzoek naar het gebruik van qroeiregulatoren in Vicia faba, 
zoals gibberellinen GA3, (Bellucci, 1980; Keiler & Bellucci, 1980 en 
1983) heeft niet geleid tot een goed praktijkadvies. Dat komt door de 
grote gevoeligheid van het gewas voor overige teeltomstandigheden. 
Bij veldproeven in Zwitserland was het jaarverschil in opbrengst en 
kwaliteit bij veldbonen groter dan de variatie door standplaats 
(Burkhard, 1983). Het tijdstip van toediening van de groeiregulator 
bleek van groot belang voor een goed resultaat. 
Scheybal (Oost-Duitsland, 1988) vond een grote variabiliteit in het 
ruw-eiwitgehalte van de bonen in veldproeven op drie plaatsen geduren-
de twee jaar. Hoewel deze deels terug was te voeren op een gebrekkige 
chemische analysemethode bleek onvoldoende duidelijk dat het jaar van 
groter invloed was dan de plaats. De variabiliteit tussen verschillen-
de variëteiten en herkomst was kleiner dan binnen één variëteit onder 
invloed van de groei-omstandigheden. 
Uit veldproeven in Polen bleek dat er niet zulke grote verschillen 
in fotosynthese waren tussen drie geteste variëteiten. De verschillen 
kwamen pas tot uiting bij hoge intensiteit van de fotosynthetisch 
actieve straling of boven een omgevingstemperatuur van 30 *C (Filek & 
Koscielnak, 1987). 
In 198 monsters uit diverse plaatsen in Canada van droge, erwten 
(Pisum sativum) zonder zaadhuid varieerde het eiwitgehalte van 14,5-
28,5% en dit gehalte was onafhankelijk van het rijpheidsstadium 
(Reichert & MacKenzie, 1982). De erwten met lage eiwitgehalten bevat-
ten vooral meer zetmeel. Vier monsters werden verder op samenstelling 
geanalyseerd. In de erwten met een laag eiwitgehalte was het gehalte 
aan S-houdende amino-zuren hoger, zodat de voedingswaarde voor de mens 
beter was. Bij meer fosfor en minder kalium in de bodem nam het N-
gehalte in de erwten toe van 3,5 tot 4,9% (Eppendorfer & Bille, 1974) . 
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3.1.3 Zwavel-opname via de wortels 
Het merendeel van de eiwitten in peulvruchten bestaat uit globulinen 
met als belangrijkste legumine (11S) en viciline (7S), en in erwt, 
veldboon en sojaboon bovendien nog kleine hoeveelheden conviciline. In 
laboratoriumproeven is het gelukt om het zwavelgehalte in eiwit van 
peulvruchten te verhogen door de verhouding in legumine en viciline te 
veranderen ten gunste van het zwavelrijkere legumine. Door veredeling 
kan dit effect tot dusver niet bereikt worden. De groei-omstandigheden 
hebben hier invloed, met name de beschikbaarheid van zwavel. 
In in-vitro-laboratoriumproeven met cotylen van Vicia f aha op voe-
dingsoplossing met S of methionine bleek, dat bij ruim sulfaat- of S-
aanbod in de vorm van methionine het zaadeiwit meer legumine 
(S-rijker) en minder viciline bevatte (Barratt, 1984a en b). 
In sojabonecotylen neemt de hoeveelheid van het methionine-rijkere 
glycinine toe ten koste van conglycinine (7S) bij toevoeging van 
methionine aan het medium. De aminozuursamenstelling van zaadeiwit kan 
worden beïnvloed door methionine toe te dienen aan een in-vitro-
cultuur van sojabonencotylen (Thompson et al., 1981). Bij S-gebrek 
vindt het omgekeerde plaats : conglycinine neemt toe ten koste van 
glycinine. 
Zwavel lijkt dus de samenstelling van zaadeiwit te controleren, maar 
niet de totale hoeveelheid. Die wordt gecontroleerd door de beschik-
bare stikstof. 
De zwavelbehoefte van een plant hangt samen met de stikstofbehoefte 
omdat 80% van de opgenomen hoeveelheid van beide elementen ingebouwd 
wordt in eiwitten. De verhouding tussen eiwit-S en eiwit-N verschilt 
van 0,025 in vlinderbloemigen tot 0,032 in Gramineeën, en is soorts-
specifiek (Dijkshoorn & Van Wijk, 1967). De opname van sulfaat-ionen 
door boneplanten (Phaseolus vulgaris) is pH-afhankelijk. Boven pH 6,0 
is de fosfaatopname evenredig met de concentratie van I^PC^-ionen 
(orthofosfaat) (Hendrix, 1967) . In verzuurde gronden kunnen de vrij-
gekomen Al^+ en Ca2+-ionen de opname van sulfaat bevorderen. Sulfide-
en sulfaatopname door de wortels wordt geremd door organische S-
verbindingen als cysteine, methionine en gereduceerd glutathion. 
De zwavelbehoefte varieert voor verschillende gewassen (zie Tabel 
3.1) en is groter naarmate de opbrengst (die door de hoeveelheid 
gebonden en opgenomen N wordt bepaald) hoger is. 
Tabel 3.1 
Onttrekking van zwavel in kg S per ha per jaar of per groeiseizoen 
Onttrekking Gewas 
(kg/ha) 
5 - 1 0 gerst, boekweit, asperge, diverse peulgewassen 
10 - 20 tarwe, haver, rijst, maïs, aardappel 
20 - 35 gras, katoen, tomaat, soja, klaver, alfalfa, suikerbiet 
> 35 ui, kool, koolraap 
De nutriëntenbehoefte bij planten is nauwkeurig bekend onder diverse 
omstandigheden. Gebrek kan worden geconstateerd door chemische analyse 
van organen of door zichtbare symptomen. Zwavelgebrek uit zich in 
lichtgroene kleur van de jonge bladeren. Het gemiddeld gehalte in 
planteweefsel betrokken op drogestof is 0,1% en in grond 0,04% (Hale & 
Orcutt, 1987). Het zwavelgehalte in zaden betrokken op de drogestof 
van vlinderbloemigen is circa 0,24%, en 0,32% voor sojabonen en voor 
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Cruciferen veel hoger, nl. circa 1% voor koolzaad en 1,4% voor 'white 
mustard' en 1,7% voor 'oil radish' (Kanwar & Mudahar, 1986). 
Verschijnselen van zwaveldeficiëntie kunnen, behalve door zwavel-
bemesting op de grond, worden opgeheven door bladbemesting met bloem 
van zwavel. Proeven met Brassica werden gedaan door Withers (1989; zie 
ook Paragraaf 4.3.4). Bij tarweplantjes met S-gebrek werd door de 
bladbemesting de opname van sulfaat door de wortels bevorderd en de 
periode van opname verlengd (Landry et al., 1991). De bladeiwitten 
worden niet zwavelrijker door deze manier van bemesten; alleen de 
verslechtering ten gevolge van het gebrek (synthese van zwavelarmere 
eiwitten) wordt opgeheven. 
Een overzicht over de literatuur betreffende het lot van overmaat 
zwavel in hogere planten is gegeven door Rennenberg (1984). De in de 
grond aanwezige zwavel moet niet alleen in de juiste concentratie in 
de grond aanwezig zijn, maar ook in de juiste vorm. Meestal staat S 
als sulfaat ter beschikking voor opname door de wortels. Bij zwavel-
tekort in de bodem zijn planten in staat zwavel als dioxyde uit de 
lucht op te nemen of ook als andere vluchtige S-verbindingen. Boven 
een bepaalde drempelwaarde S02 treedt echter schade op, die aanzien-
lijke groeireductie teweeg kan brengen. De zwavelvoorziening van de 
plant wordt dus bepaald door de beschikbaarheid van sulfaat voor de 
wortels plus de beschikbaarheid van vluchtige zwavelverbindingen in de 
lucht. 
De hoeveelheid SOg in de lucht is vaak voldoende om in de behoefte van 
de plant te voorzien. De opname is gerelateerd aan de voor de wortels 
beschikbare hoeveelheid. De opname vindt plaats door de cuticula en 
door de huidmondjes en hangt dus samen met de openingstoestand daar-
van. Die is bij Vicia faba erg afhankelijk van de luchtvochtigheid. 
Bij langdurige blootstelling aan hoge S02~concentraties verliezen de 
stomata het vermogen om te sluiten helemaal. Chronisch lage concen-
traties hebben geen schadelijk effect. De kritische grens ligt bij 
0,5-0,7 mg S02-S/m3 lucht (= 1000-1400 Jlg SC>2/m3) (Kanwar & Mudahar, 
1984). 
Een plant bezit mechanismen om overmaat opgenomen S tijdelijk op te 
slaan. Er zijn aanwijzingen dat zwavelrijke albuminen in oliezaden als 
opslag zouden kunnen fungeren. Zwavel accumuleert ook als sulfaat als 
er teveel sulfaat beschikbaar is in de grond. Ook bij N-gebrek accu-
muleert sulfaat, vooral in de vacuolen. Ook kan S opgeslagen worden 
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3.1.4 Zwaveldioxide uit de lucht 
Algemeen 
De gemiddelde luchtverontreiniging in Nederland met zwaveldioxide lag 
in de orde van grootte van 33 en 37 jig/m^  ('s winters, 1983/'84 en 
1984/'85) en 16 en 17 ('s zomers 1984 en 1985) (RIVM-jaarverslag 1984 
en 1985, 1986). Het jaargemiddelde over 1986 was 16 |lg/m3 (Idem 1986, 
1988). Doordat de normen strenger werden is het gehalte sindsdien 
dalend. De variatie per dag kan groot zijn. 
De effecten van SO2 in de lucht op de plant moeten worden onder-
scheiden in korte- en lange-termijneffecten. Blootstelling aan een 
hoge dosis gedurende korte tijd is schadelijker dan aan een langdurige 
lagere dosis. 
Een mechanisme voor de buffering van de opgenomen zwaveldioxide in 
blad is voorgesteld door Kropff (zie Fig. 3.2 en Bijlage II; Kropff, 
1987, 1989 en 1991; Kropff et al., 1989a, b en c) . 
De S-behoefte van de plant hangt samen met de N-opname. Overmaat S 
wordt opgeslagen als sulfaat en in veel mindere mate als organisch 
zwavel (glutathion). Als de door de scheut opgenomen S02~zwavel niet 
kan worden ingebouwd in organische verbindingen, maar opgeslagen wordt 
als sulfaat, wordt een equivalente hoeveelheid H+-ionen gevormd. Deze 
protonen worden niet chemisch gebufferd, maar verwijderd door meta-
bolische processen. 
Bij langdurige blootstelling aan S02~concentraties in de lucht 
treedt schade op door een intracellulaire verzuring, omdat het 
aanwezige buffermechanisme waarmee de pH in de cellen op peil wordt 
gehouden, overbelast wordt. De optredende sulfaataccumulatie in het 
blad is op zichzelf niet schadelijk. De invloed van SO2 op de ionen-
balans in de plant en de implicaties voor de intracellulaire pH-
regeling werden bestudeerd om de lange-termijneffecten van SO2 te 
kunnen verklaren. De proeven werden gedaan met Vicia faba-planten op 
grond die geïnoculeerd was met Rhizobium. De processen in blad en 
wortels worden afzonderlijk besproken. 
Zwavel in de vorm van H2S kan ook door planten worden opgenomen (De 
Kok et al., 1989). Dat bleek uit proeven met Zea mays, Cucurbita pepo 
(pompoen), Spinacia ol&racea en Picea abies (fijnspar). De ï^S-opname 
vindt overwegend door de huidmondjes plaats, wat blijkt uit het ver-
band tussen de I^S-flux en de transpiratie. Helaas werden geen vlin-
derbloemigen onderzocht. 
Proeven toet S02~begassing 
Onderzoek is op gang gekomen naar de invloed van SO2, al of niet in 
combinatie met zure regen, op de groei van diverse gewassen in kas-
proeven en in "open-top chambers' in veldproeven onder semi-gecontro-
leerde omstandigheden. Er is onderzoek gedaan waarbij de zaden van 
deze planten chemisch geanalyseerd zijn, zodat uit deze proeven wel 
iets over de invloed op de eiwitkwaliteit kan worden afgeleid. 
De invloed van SO2 (55-90 jig/m3 continu gedurende 56 dagen), zure 
regen (pH 5,6 en 3,0/4,0) of een combinatie ervan op Vicia faba werd 
in open-top chambers op zand en grond onderzocht door Adaros et al. 
(1988) en Weigel et al. (1988). SO2 bevorderde de groei bij de planten 
op grond; op zand werd de groei geremd, vooral bij de jonge planten. 
Het zwavelgehalte in de bladeren steeg door SO2-toediening op grond en 
op zand; in de peulen was er nauwelijks invloed. De zaadopbrengst was 
het hoogst bij de S02~behandeling en pH 5,6. Het zwavelgehalte op 
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Regulering van de intracellulaire pH bij SO2-opname door de scheut van een W^-
bindende plant. 0A~ geeft organische anionen aan en C anorganische kat ionen. 
(Vit: Kropff, 1989) 
In veldproeven gedurende twee jaar op een licht zure grond met een 
hoog organische stofgehalte en een goede waterbindende capaciteit met 
S02-toediening (0,09-0,79 ppm of 240-2200 Jig/m3) daalde de opbrengst 
van sojabonen met 5-48%. De kwaliteit van de zaden (eiwitgehalte, 
zwavelgehalte enz.) werd nauwelijks beïnvloed (Sprugel et al., 1980). 
In proeven onder gecontroleerde omstandigheden werden planten van 
vicia faba gedurende 7 dagen begast met 0,15 ppm S02 (400 |jg7m3) of 
0,2 ppm N02 (400 Hg/m3) . De luis Aphis fabae Scop. groeide daardoor 
sneller. Bij begassing met 0,085 ppm O3 gedurende 2 of 3 dagen werd de 
groei van de luis juist geremd. Bij een mengsel van de verontreini-
gingen groeide hij beter. Ook op de groei van Macrosiphon rosae L., 
een parasiet op roze-struiken, werkte luchtverontreiniging positief 
met een groei-bevordering van 20% (Dohmen, 1988). 
Ook aan niet-vlinderbloemigen is onderzoek verricht. Grassen (Lolium 
perenne, Agrostis capillaris en Nardus stricta) passen zich moeilijk 
aan aan verontreinigde omstandigheden (Dueck et al., 1987) . Het gemid-
delde continue S02-gehalte in Zuid-Nederland (Budel) in 1980 was 180 
Hg/m3 en in 1984 90 jig/m3. Op de Veluwe respectievelijk 70 en 60 Jlg/m3 
en in Grolloo/üffeite 80 en 65 Jlg/m3. 
3.2 Invloed van verzuring 
3.2.1 Algemeen 
De luchtverontreiniging (zure 'regen', inclusief droge depositie) is 
de laatste decennia een extra bron van N en S geworden, terwijl de pH 
van de bodem vooral op de armere gronden ook verlaagd kan zijn. Dit 
kan van invloed zijn op de groei van vlinderbloemigen, die voor hun N-
voorziening zijn aangewezen op de symbiose met Rhizobium. Leguminosen 
gaan minder wortelknolletjes vormen ten gevolge van zure regen 
(Shriner & Johnston, 1981). 
De invloed van zure regen op de groei van diverse gewassen wordt 
onderzocht in kasproeven en in " open-top chambers' in veldproeven 
onder semi-gecontroleerde omstandigheden. Ook de vatbaarheid voor 
ziekten en plagen is soms in beschouwing genomen. De regen in deze 
proeven bestaat uit gesimuleerde zure regen met een zo 'natuurlijk' 
mogelijke samenstelling. 
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3.2.2 Invloed van pH van de beregening 
^Bush bean' (Phaseolus vulgaris) leed in kasproeven schade door reac-
ties van het zuur op de bladeren (Johnston et al., 1982). Zichtbare 
schade trad pas op beneden pH 4,0. Beregening van de grond had geen 
effect. Een enkele zeer zure piek in de regen kan meer schade veroor-
zaken dan een regelmatige minder zure beregening. 
In kasproeven met Phaseolus vulgaris, Vicia f aba en Spinacia 
oleracea op zand met voedingsoplossing met kunstmatige zure regen van 
pH 2,5, 4,5 of 5,6 had alleen de zeer zure regen effect op groei-
parameters als fotosynthese, chlorofylgehalte, transpiratie en 
morfologische plantkenmerken (Linskens, 1989). Besproeiing van de 
grond had geen invloed. Er waren necrotische vlekken op het blad bij 
pH 2,5. In het veld is de te verwachten schade geringer, omdat daar de 
waslaag op de bladeren dikker is. en omdat ze maar één seizoen op het 
veld staan. De bodem is alleen gevoelig voor de verzuring als er geen 
kalk in zit of als er een nutriëntentekort in is. De nutriënten 
spoelen uit en zware metaal-ionen komen vrij (Al^+) die toxisch kunnen 
zijn voor de plant. 
Uit klimaatkamerproeven met Phaseolus vulgaris, vicia faba, Pisum 
sativum en Brassica napus bleek dat de waslaag op en de wasproduktie 
van de bladeren werd aangetast bij de lage pH's (Percy S Baker, 1987). 
De cuticulaire membranen werden bij een pH<=4,2 van de regen 30% 
minder dik. Daardoor kunnen de bladeigenschappen, zoals bevochtig-
baarheid, regenretentie en bladopname van chemicaliën en waardplant/ 
parasiet-interacties veranderen. De bladeren van Vicia en Phaseolus 
zijn gemakkelijk te bevochtigen; van Brassica en Pisum moeilijk. Door 
de zure regen worden ze beter te bevochtigen; bij Vicia was het effect 
het kleinst (Percy & Baker, 1988). 
Na 7-8 weken blootstellen aan kunstmatige zure regen van plantjes 
van Vicia faba, Phaseolus multiflorus en Pisum sativum in plastic 
tunnels op een goedbufferende en rijke potgrond in potten (John Innes 
system 2) was de groei (als drooggewicht) bij pH 2,5 van Vicia 40% 
achtergebleven bij pH 5,6, van Phaseolus 28% en van Pisum 31%. Bij pH 
4,5 was de groei van Vicia nog 18% vertraagd, terwijl er bij de twee 
andere peulvruchten geen invloed was (Ashenden & Bell, 1989) . De pH 
van de grond veranderde niet tijdens de proef. Bij Phaseolus multi-
florus trad bij zuurdere pH een verschuiving in de assimilaten-
verdeling over de plant op, waardoor het wortelstelsel hetzelfde 
bleef, maar de scheut lichter werd. 
3.3 Invloed van licht 
Sojaplanten werden in het veld met UV-b-licht bijbelicht in zes opvol-
gende proef-jaren met twee cultivars, waarvan de ene tolerant was voor 
UV-licht en de andere niet. In de gevoelige cultivar kan een daling in 
het eiwitgehalte van de zaden van hoogstens enkele procenten optreden, 
terwijl de opbrengst tot 20% lager kan worden (Teramura et al., 1990). 
3.4 Conclusies 
De biosynthese van verbindingen uit het primaire metabolisme van de 
plant (zoals reserve-eiwitten in zaden) is gebaat bij optimale groei-
omstandigheden. Bij suboptimale omstandigheden kan de verhouding in de 
samenstellende fracties veranderen. De eiwitkwaliteit in zaden is goed 
als het eiwitgehalte laag is. Als de kwaliteit als voeder onder opti-
male groeiomstandigheden niet goed is, zal die meestal alleen verbete-
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ren ten koste van de opbrengst. Bij vlinderbloemigen is de eis dat de 
N2-binding optimaal is door een goede symbiose met Rhizobium, dat wil_ 
zeggen dat de bindingscapaciteit groter moet zijn dan de verwerkbare 
hoeveelheid N. 
Verbindingen uit het secundaire metabolisme (waartoe een aantal 
'overige' ANF's behoren, hoewel de grens niet zo scherp is) ontstaan 
juist onder sub-optimale omstandigheden. Te verwachten is in het 
algemeen dat het gehalte bij deze groep gestuurd of verlaagd kan 
worden door maatregelen die de groei verbeteren. 
De laatste jaren veroorzaken bepaalde omgevingsfactoren een niet-
optimaal groeimilieu, zoals zure regen, SO2 in de lucht en toenemende 
UV-straling. Dit werkt ten gunste van het accumuleren of ontstaan van 
de secundaire verbindingen. 
UV-licht tast het fotosynthese-apparaat aan, terwijl er meer flavo-
noïde pigmenten (waaruit tanninen ontstaan) worden gevormd dan onder 
optimale omstandigheden. 
Bij een betere bemesting stijgt het eiwitgehalte en de eiwit-
opbrengst per ha, terwijl de eiwitsamenstelling in zaden van vlinder-
bloemigen uit voedingsoogpunt ongunstiger wordt (minder S-houdende 
aminozuren in de eiwitten). 
Bladbemesting (met bloem van zwavel) bevordert de sulfaatopname 
door het wortelstelsel en verlengt de periode ervan bij tarweplantjes. 
Er is alleen invloed op de eiwitsamenstelling als er een gebreks-
situatie bestond. In de gebrekssituâtie zijn de bladeiwitten zwavel-
armer. 
De groei van planten kan verbeteren bij aanwezigheid van chronisch 
lage hoeveelheden zwaveldioxyde in de lucht (< 1400 yug/wr); ook die 
van schadelijke organismen (bijvoorbeeld luizen) kan worden bevorderd. 
De SO2 kan uit de lucht worden opgenomen door het blad. 
Zwaveldioxide in de lucht kan bij chronisch lage S-gehalten een 
positief effect hebben op (eiwit)opbrengst als S beperkend was bij een 
ruime stikstofvoorzieining. De samenstelling van de eiwitfractie in 
peulen en zaden van Vicia f aba en Glycine max wordt niet beïnvloed. 
Het S-gehalte in het blad neemt toe, door sulfaataccumulatie. 
Zure regen geeft pas zichtbare schade aan planten bij een pH <4, 
maar bij alle onderzochte gewassen een opbrengstvermindering t.o.v. de 
neutrale regen (pH = 5,6). 
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4 Interne en externe factoren die het gehalte aan ANF's bepalen 
4.1 Lectinen 
4.1.1 Definitie, structuur en analyse 
Een groot deel van de eiwitten in zaden dient als aminozuurbron voor 
het jonge plantje na kieming en zijn dus reserve-eiwitten. Daarnaast 
komen ook andere eiwitten in de zaden voor, zoals enzymen en lectinen, 
maar in een veel geringere hoeveelheid. Een aantal van de reserve-
eiwitten is op basis van hun eigenschappen tevens in te delen als 
lectine. 
Plantelectinen zijn glycoproteïnen die suikers specifiek neerslaan 
en in staat zijn rode bloedlichaampjes te doen samenklonteren 
(hemagglutineren). 
Een recent overzicht over lectinen is gepubliceerd door Lis en 
Sharon (1986) . Lectinen komen in planten vooral in de zaden voor. In 
enkele soorten, met name Leguminosen en Gramineeën, zijn ze zeer al-
gemeen. Vaak komen er meer lectinen in één plantesoort voor. De pri-
maire structuur van de lectinen van vlinderbloemigen is bekend. Het 
zijn tetra- of dimeren met een molecuulgewicht van 100 000 - 150 000 
(Liener, 1989) . Een groot aantal heeft metaalionen nodig voor een op-
timale werking. Ze worden ingedeeld naar de werkzame groep, die zelf 
een suikerrest is. Er is één suikerbindende rest per subunit. Lectinen 
zijn te onderscheiden in twee hoofdgroepen: één met identieke ketens 
en molecuul-gewicht per keten van 25 000 tot 30 000; de andere groep 
heeft lichte et- en zware ß-ketens. 
Zaadeiwitten van vlinderbloemigen worden op diverse manieren in-
gedeeld: op oplosbaarheidseigenschappen (globulinen, albuminen), op 
gedrag in de ultracentrifuge (7S, 11S) of op biochemische activiteit 
(enzymen, lectinen). Het globuline viciline (7S) uit zaden van erwt, 
veldboon en sojaboon heeft lectine-eigenschappen, het globuline legu-
mine (11S) niet. Het 7S-eiwit faseoline uit Phaseolus-bonen heeft geen 
lectine-eigenschappen. 
De structuur van het lectine viciline uit zaden van Cajanus cajan 
is onderzocht door Krishna & Bhatia (1985) en wijkt af van die van 
viciline uit Pisum en Vicia. 
Analysemethode 
Lectine-gehalten worden bepaald aan de hand van klontering van rode 
bloedcellen. De resultaten blijken erg afhankelijk te zijn van het 
gebruikte bloed. 
4.1.2 Effecten in dier en mens 
Lectinen zijn eiwitten die kunnen binden aan specifieke suikercompo-
nenten in glycoproteïnen van onder andere de darmwand. Daardoor kunnen 
ernstige beschadigingen van het darmslijmvlies ontstaan, waardoor de 
resorptie van voedingsstoffen wordt verstoord. 
Sjodin et al. (1981) vonden in voederproeven met ratten echter geen 
nadelig effect van de aanwezige lectinen (hemagglutininen) in bonen 
van Vicia faba, maar wel van de aanwezige tanninen en trypsineremmers. 
4.1.3 Functie in de plant 
De functie van de lectinen in een plant is mediator van de symbiose 
tussen plant en micro-organisme en bescherming tegen fytopathogenen. 
Tijdens kieming en eerste groei kunnen lectinen binden aan diverse 
schimmels en de schimmelgroei remmen. Ze zijn ook aanwezig op de 
plaats van invasie van een pathogeen. Lectinen in wortels van Pxsum 
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sativum spelen een rol bij de waardplantspecificiteit tijdens infectie 
met Rtiizobium leguminosarum bv. viciae (Diaz et al., 1990) en in soja-
boon tegen Rhizobia (Bhuvaneswari et al., 1977). Sommige zaadeiwitten 
hebben insekticide eigenschappen (Bliss, 1990). 
In hoeverre zaadlectinen ook als reserve-eiwit fungeren is niet 
duidelijk. Naarmate de fractie groter is, is het waarschijnlijker dat 
ze dat die functie (mede) hebben. 
4.1.4 Vóórkomen in de plant 
In Vicia faiba-bonen zijn de lectinen vooral aanwezig in de cotylen van 
de zaden (Sjodin et al., 1981). Het verloop van het gehalte werd 
bepaald in het afrijpende zaad (Fig. 1.2). 
De subunit-structuur van viciline uit zaden van Vicia faba veran-
dert tijdens de zaadontwikkeling (Wright & Boulter, 1972). Die van 
legumine niet. In het afgerijpte zaad is de verhouding viciline: 
legumine 1:4 op gewichtsbasis. De viciline-synthese begint eerder, 
maar de biosynthese van legumine gaat sneller. 
De verhouding tussen de hoeveelheid legumine en viciline in vicia 
faba bij zes cultivars in twee jaar varieerde van 1,75 tot 2,30, met 
een spreiding in 18 monsters binnen een cultivar van 1,66 tot 2,47 
(Mârtensson, 1980). Legumine bevat 2x zoveel S-houdende aminozuur-
resten als viciline. 
Phaseolus vulgaris bevat faseoline (40-60% van het zaadeiwit), 
lectine (6-12%), arceline en overig eiwit. Uit voedingsoogpunt zou 
veredeld kunnen worden op een hoger S-gehalte en een lager lectine-
gehalte. Bonen met een lager lectine-gehalte blijken geen betere 
voedingswaarde te hebben voor de mens ten opzichte van goed 
gaargekookte bonen, alleen ten opzichte van halfgare (Osborn, 1988). 
In een proef, waarin de invloed van bodemvruchtbaarheid (toediening 
van P, K, Ca; niet van S) op de groei, vorming van wortelknolletjes en 
nitrogenase-activiteit werd bestudeerd, werd de lectinesamenstelling 
tijdens de zaadontwikkeling van Canavalia ensiformis L. DC. bepaald 
door Lynd & Ansman (1989). Dit gewas is interessant omdat het onder 
slechte omstandigheden nog relatief goed groeit. De gehalten aan cana-
valine en Concanavaline A in de zaden werden bepaald in het experiment 









G mg caravanine per zaad 
Z mg Concanavaline A per zaad 
A drooggewicht per zaad (g) 
104 149 119 134 
aantal dagen na kieming 
Figuur 4.1 
Toename in lectinegehalte in bonen van Canavalia ensiformis tijdens de 
zaadontwikkeling (Naar: Lynd & Ansman, 1989). 
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4.1.5 Invloed van omgevingsfactoren en teeltmaatregelen 
In bovengenoemde proef werd helaas het lectinegehalte niet in ver-
schillende objecten bepaald. Verder is geen literatuur gevonden. 
4.1.6 Veredelingsaspecten 
De samenstelling van reserve-eiwitten in zaden, die primaire produkten 
van het plantemetabolisme zijn, is genetisch bepaald. Dit in tegen-
stelling tot die van veel secundaire produkten (Osborn, 1988) . 
Onderzoek aan de vererving van eiwitgehalte in zaden van 300 lijnen 
van Vicia f aba werd verricht door Haro et al. (1980) . 
Omdat de variatie in gehalten in de praktijk voor één gewas groot 
is, is selectie en veredeling een route die open lijkt te liggen voor 
verbetering van de voedingswaarde van eiwit uit peulvruchtenzaden. Het 
doel daarvan zou een verschuiving naar de eiwitfracties met meer S-
houdende aminozuren en naar een lager lectinegehalte moeten zijn. 
In zaden van peulvruchten komen de reserve-eiwitten legumine, con-
viciline en viciline voor met in deze volgorde een aflopend zwavel-
gehalte. In de rijpe zaden van erwten vormen ze 80% van het zaadeiwit. 
Omdat er relatief weinig genen zijn voor reserve-eiwitten is ook 
genetische manipulatie een weg die zou kunnen leiden tot een gunstiger 
voedingswaarde (Boulter, 1983). 
Er zijn aanwijzingen dat de biosynthese en de accumulatie van het 
totale reserve-eiwit en met name van viciline wordt gereguleerd door 
abscissinezuur, dat tot een hoog gehalte accumuleert in ontwikkelende 
zaden van leguminosen (Barratt, 1986). 
Het is mogelijk gebleken om P. vulgaris zodanig te veredelen dat er 
meer van het reserve-eiwit faseoline in het zaad zit terwijl de 
opbrengst niet daalt (Bliss, 1990). 
Een vrij recent overzicht over de ontwikkelingen bij veredeling van 
veldbonen is gegeven door Bond (1987). Voor lectine biedt selectie 
perspectieven op een lager gehalte aangezien de rassen in gehalte 
variëren. 
Een recente samenvatting van de ontwikkelingen in de moleculaire 
benadering (genetische manipulatie) van de verbetering in voedings- en 
functionele eigenschappen van zaden van peulvruchten en granen als 
voedselbron werd gepubliceerd door De Lumen (1990) . Hij onderscheidt 
de zaadeiwitten in reserve-eiwitten en onderhouds-eiwitten. Deze 
laatste zorgen voor het normale metabolisme van het zaad. De ingrepen 
die de voedingswaarde verbeteren mogen geen nadelig effect hebben op 
de zaadontwikkeling of de kieming. Verhoging van het methioninegehalte 
in het zaadeiwit zou door veredeling kunnen worden bewerkstelligd, 
maar dat is gecompliceerd omdat de erfelijke informatie voor de 
reserve-eiwitten in het zaad verspreid is over veel genen. 
Een andere benadering is het inbouwen van een vreemd gen (uit een 
andere plant), of zelfs van een synthetisch gen dat codeert voor een 
eiwit met een hoger methioninegehalte. De kennis van de plantegenen 
neemt in snel tempo toe en dit is een veelbelovend gebied. Vooralsnog 
is toevoeging van methionine aan veevoer een eenvoudiger en goedkopere 
methode voor verbetering van de voedingswaarde van zaadeiwit. 
Het is nog niet gelukt om het zwavelgehalte te verhogen. Ook 
veredeling tot lectinevrije lijnen is mogelijk. De genetische kennis 
van de zaadeiwitten van peulvruchten is groot en zou gebruikt kunnen 
worden voor genetische manipulatie (Bliss, 1990) . 
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4.1.7 Produktbehandeling 
Peulvruchten hebben een hoog eiwitgehalte, maar de voedingswaarde van 
dit eiwit is laag, omdat er naar verhouding weinig zwavelhoudende 
aminozuren (methionine, cystine en cysteine) inzitten. Dit is te 
verbeteren door toevoeging van deze aminozuren of door mengen met 
Produkten die er een overmaat van hebben. 
De negatieve invloed van lectinen op de verteerbaarheid verdwijnt 
door peulvruchten goed gaar te koken. 
Bij kieming worden de reserve-eiwitten uit de zaden afgebroken en 
de aminozuren opnieuw gebruikt. Ook de lectinen verdwijnen (N.B. het 
onderscheid is vaag). 
Een overzicht over de proteasen die een rol spelen bij de afbraak 
van de twee belangrijkste reserve-eiwitten (de legumine-achtige 11S-
eiwitten en de viciline-achtige 7S-eiwitten) in kiemende zaden van 
Pisum sativum, Triticum aestivum, vicia safciva, andere bonen en Zea 
mays verscheen van de hand van Shutov & Weintraub (1987). 
Na 9 dagen kiemen hadden bonen van Phaseolus vulgaris ("navy beans' 
en spinto beans') ongekookt geen betere voedingswaarde voor de mens 
ten opzichte van ongekiemde. Het lectinegehalte in de "navy beans' nam 




4.2.1 Definitie, structuur en analyse 
Sommige eiwitten uit peulvruchten en granen remmen enzymen uit het 
spijsverteringskanaal, met name de proteasen uit de pancreas (trypsine 
en chymotrypsine), waardoor de verteerbaarheid negatief wordt beïn-
vloed. Zelf zijn het geen enzymen. De hoeveelheid bepaalt de remming, 
die als activiteit gemeten wordt. 
Bij koken verliest een deel van de (chymo)trypsineremmers zijn wer-
king. Naast deze hitte-labiele remmers zijn er echter ook nog hitte-
stabiele. Deze zijn, overwegend naar herkomst, in zes klassen te 
onderscheiden : 
- Bowman-Birk; deze hebben een hoog gehalte aan cystine (20% aminozuur-
resten) en zouden daardoor een S-depôt kunnen zijn (Pusztai, 1972). Ze 
komen algemeen voor in zaden van vlinderbloemigen; MW = 8000; 
- Kunitz, MW = 21 000; de homologen zijn zeldzaam in groenten en eetbare 
zaden. 
- Potato I 
- Potato II 
- een groep uit graangewassen (gerst) 
- pompoen (cucurbit; squash) 
De structuur van acht trypsineremmers, peptiden met molecuulgewicht 
tussen 12 000 en 15 000, in Pisum sativum werd met behulp van anti-
lichamen onderzocht door Gaborit et al. (1989) en bleek grote onder-
linge overeenkomst te vertonen. 
Veel onderzoek betreft sojaboon, omdat die veel proteaseremmers 
bevatten. Overzichtsartikelen zijn verschenen van de hand van Liener & 
Kakade (1980) en Birk (1989) . 
- Analyse 
Trypsineremming kan eenvoudig worden vastgesteld door een enzym-
activiteitsmeting . 
Het antinutritionele effect van trypsineremmers in zaden van 
vlinderbloemigen en graangewassen voor gebruik in varkensvoer wordt 
geëvalueerd in voederproeven of met in-vitro-verteerbaarheid. De beste 
methode is extractie bij pH 2 na toevoeging van pepsine en daarna 
incuberen met varkenstrypsine (Boisen, 1989). 
4.2.2 Effecten in dier en mens 
Proteaseremmers remmen in het algemeen de eiwitafbraak tijdens de 
spi j svertering. 
Trypsineremmers uit erwten hadden geen directe invloed op de groei 
van kuikens, maar waarschijnlijk een invloed op de opname van het voer 
(Johns, 1987) . 
4.2.3 Functie in de plant 
De proteaseremmers remmen vooral serine-proteasen, die in dieren en 
micro-organismen voorkomen, maar niet in de planten zelf. Dat is een 
reden om te veronderstellen dat aanwezigheid van de remmers een af-
weermechanisme is tegen herbivoren en tegen pathogenen (Broadway, 
1989). De functie zou een direct-beschermende kunnen zijn tegen vraat 
of ziekten. In sojabonen en tarwekorrels werken ze remmend op de 
spijsverterings-enzymen van insecten-predatoren. In bladeren van to-
maat en aardappelplanten treedt een immuunrespons op in de protease-
remmende activiteit na een systemisch signaal, zoals mechanische be-
schadiging of aantasting door insecten (Birk, 1989). 
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Canavalia ensiformis (zwaardboon; jack bean) en veldboon bevatten 
remmers van onbekende aard voor enzymen uit de microbiële spijs-
vertering (Lorenzo et al., 1989). 
4.2.4 Vóórkomen in de plant 
Trypsinerenrmers komen alom in planten en delen ervan voor, bv. als 
reserve-eiwit in sojaboon; in gerst; in aardappelen; en in veel zaden 
van vlinderbloemigen. De meeste zijn eiwitten met een molecuulgewicht 
tussen 8000 en 10 000. 
De trypsineremmende werking in peulvruchten, vooral soja, is veel-
vuldig onderzocht. De trypsineremmers in vicia faba zitten vooral in 
de cotylen, maar ook in de zaadhuid (Sjodin et al., 1981) . In zaden 
van 125 lijnen van Vicia faba werd onder andere de activiteit van de 
trypsineremmers bepaald (Frauen et al., 1984). De variabiliteit was 
groot, evenals in het onderzoek van Griffiths (1984) naar, onder meer, 
proteaseremmers. 
Ook in Cruciferen zijn deze remmers aanwezig (Broadway, 1989) . In 
blad van gekweekte soorten (19 soorten onderzocht) was de activiteit 
125-1220 Hg trypsineremming per mg eiwit, in wilde soorten (13 soorten 
onderzocht) 90 tot 836 Jig trypsine/mg eiwit en in zaden of wortels 163 
tot 339 |ig trypsine/mg eiwit. 
Er is een grote spreiding in proteaseremmende werking in zaadhuiden 
van diverse variëteiten en genotypen van Vicia faba. Het niveau van de 
remming is 1/5 van die in sojabonen en "navy*-bonen. De remming door 
extracten van gekleurde variëteiten bleek overigens niet te wijten aan 
de aanwezig-heid van proteaseremmers censu-stricto, maar aan tanninen. 
Behalve de proteaseremming bleken de tanninen ook a-amylase en lipase 
te remmen. De remmers waren voornamelijk aanwezig in de cotylen 
(Griffiths, 1979) . 
4.2.5 Invloed van omgevingsfactoren en teeltmaatregelen 
De Bowman-Birk-remmers (hittestabiel; vooral in vlinderbloemige zaden) 
zijn wel verondersteld een S-depôt te zijn (Pusztai, 1972). Dat zou 
kunnen betekenen dat bij suboptimale zwavelvoorziening de gehalten 
zouden kunnen dalen, die overigens los staan van de enzymremmende 
activiteiten. Daar is verder geen onderzoek over gevonden. 
4.2.6 Veredelingsaspecten 
Van Vicia faba zijn rassen geselecteerd op een lage trypsineremmende 
activiteit (Sjodin et al., 1981). Veredeling is dus een mogelijke 
route tot verlaging van proteaseremmers. Bij Vicia is dat gecompli-
ceerd omdat er zoveel verschillende ANF's in voorkomen. 
Een vrij recent overzicht over de ontwikkelingen bij veredeling van 
veldbonen is gegeven door Bond (1987). Ook hij ziet perspectieven in 
selectie op een lager gehalte aan trypsine-remmers aangezien de rassen 
in gehalte variëren. 
De moleculaire biologie houdt zich bezig met de afweereigenschappen 
van proteinaseremmers in de plant. Als ANF, althans bij humane voe-
ding, wordt de werking van de remmers teniet gedaan door produkt-
bewerking en vormen ze geen urgent probleem. Het is mogelijk gebleken 
door genenmanipulatie de resistentie in andere plantesoorten over te 
brengen (De Lumen, 1990). Zie ook Paragraaf 4.1.6. 
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4.2.7 Produktbehandeling 
Er zijn normen gesteld voor de trypsinerenmmende activiteit van soja-
bonen die bestemd zijn voor gebruik als veevoer. 
• Kieming 
Bij kieming van zaden verdwijnt de trypsineremmende activiteit doordat 
de zaadeiwitten worden afgebroken. Daar is veel onderzoek aan gedaan, 
in verband met voeding voor de mens, en voor varkens en kippen en vis-
sen. 
Bij kieming van sojabonen verdwijnen de eiwitlichaampjes, waarin de 
remmers zitten (Wassef et al., 1988) en komen hoge gehalten aan a-
amino-stikstof beschikbaar voor biosynthese elders. De Kunitz-tryp-
sineremmer in kiemende sojabonen wordt eerst in vier dagen omgezet in 
een nieuwe vorm, die na 10 dagen helemaal verdwenen is (Hart et al., 
1986; Wilson et al., 1988). Ook de Bowman-Birk-remmers worden in de-
zelfde tijd afgebroken (McGrain et al., 1989). 
In kiemende bonen van Canavalia ensiformis L. DC (Babar et al., 
1988) daalde de trypsine-remming in 40 uur naar 31% van de oorspronke-
lijke waarde en het tanninegehalte tot 35%. Na inweken en 20 minuten 
koken was er van de TI niets meer over en van de tanninen slechts de 
helft. 
De afbraak van de trypsineremmer in kiemende mungbonen (Vigna 
radiata; Phaseolus aureus) is onderzocht door Wilson & Tan-Wilson 
(1987) . Ook daar was >56% aanwezig in eiwitlichaampjes. Na 120 uur 
kieming bij 20-35 *C was de trypsineremmende activiteit gedaald tot 
20% van de oorspronkelijke waarde (Sattar et al., 1989). 
Pusztai (1972) onderzocht het verloop van de remmingsactiviteit in 
kiemende zaden van Phaseolus vulgaris; die nam eerst af en later weer 
toe. Na 6 dagen kiemen van zaden van Phaseolus vulgaris ('navy beans' 
en 'pinto beans') was er nog een aanzienlijke trypsineremmende acti-
viteit aanwezig (Chang & Harrold, 1988). 
Na 72 uur kiemen van bonen van Vicia faba was de proteaseremming 
met 16% gedaald (Rahma et al., 1987). Ook in lupinezaden verminderen 
de ANF's door kieming (El-Habbal et al., 1987). Na circa vijf dagen 
was de trypsineremming tot de helft afgenomen om bij langer kiemen 
weer toe te nemen. 
Inweken 
De invloed van inweken van bonen van Vicia faba op de afbraak van 
trypsineremmers, polyfenolen en a-amylase-remmers in de zaadhuid 
tijdens koken werd nagegaan door Moneam (1990). Deze procedure 
verbeterde de in-vitro-verteerbaarheid aanmerkelijk. 
Na 12 uur inweken van "mungbeans" bij 55 *C was de trypsineremmende 
activiteit gedaald tot 20% van de aanvangswaarde (Sattar et al., 
1989). 
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4.3 Glucosinolaten in Brassica 
4.3.1 Definitie, structuur en analyse 
Glucosinolaten (hier verder te noemen GLS) zijn zwavelhoudende ver-
bindingen die voortkomen uit het secundaire metabolisme in bepaalde 
plantesoorten. Het voorkomen in 15 dicotyle taxa is beschreven en de 
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Ze worden in het algemeen gehydrolyseerd door het enzym myrosinase, 
dat aanwezig i s in a l l e plantedelen waarin de GLS worden aangetroffen. 
Daarbij ontstaan de zogenaamde mosterd-ol iën . De z i jketen kan diverse 
samenstellingen hebben. Voor Cruciferen z i j n a l 27 verschi l lende GLS 















Algemeen schema van de enzymatische hydrolyse van glucosinolaten 
(Uit: Chiang et al., 1989) 
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De belangrijkste GLS in zaden van een O-variëteit van B. napus zijn de 
alkenyl-derivaten progoitrine (65% van totaal-GLS), gluconapine (45%), 
glucobrassicanapine (8%), napoleiferine (2%), en de indol-derivaten 
4-hydroxyglucobrassicine (4%) en glucobrassicine (1%) (Fig. 4 . 4 ) . 
De biosynthese vindt plaats volgens het schema in Fig. 4.5 (Schnug, 
1 9 9 0 ) . 
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R = -C&-CB3R-CH<& (2-hydraxy-3-butenyl-) progoitrin 
R = -CHi-C&-CB<& (3-buteuyl-) gluocnapin 
R = -CHi-CHi-C3i-ai=<Hi (4-pentenyl-) glucobrassicanapin 
R = -CH»-CHCH-<2fe-CR=afe (2-hydnay-4-pentyl-) napoleiferin -
indol gluoosinolates: 
Ri Ri = OH ( 4 - t o y d r c * y - 3 - i n d o l y l -
A__C&- nethyl-) 4-hydraxygluocteassicin ca. 4% 
R = H l Ri = H (3-indolylmethyl) glurohrassicin ca. 1% 
V W 
H 
{reaark: in O-varieties with appr. 100 pnol/g total content) 
I . J 
Figuur 4.4 
Belangrijkste glucosinolaten in zaden van een O-variëteit van Brassica napus 
(Uit: Schnug, 1990) 
r 
R-CH-COQH -> R-CH-COOH — > R-CH 
NHOH NGH def ini t ive 
structures 
a-arinoacid hydrcocylated aldcorim unknown 
aminoacid 
UDPGluc UDP PAPS PAP 






-> H» + glucose + R-C-S- R-N=C=S so.1-
M-OSOs-
aglucone isothiccyanate sulfate 
Figuur 4.5 
Biosynthese en enzymatische afbraak van glucosinolaten 
(Uit: Schnug, 1990) 
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De biosynthese van GLS vindt plaats in alle vegetatieve delen van de 
plant. In de worteis worden vooral aryl-GLS aangemaakt; in het blad 
indol-GLS en alkenyl-GLS in de peulwanden. In de zaden komen vooral de 
laatste voor, die als zodanig worden geïmporteerd. De intermediaire 
Produkten gaan niet de zaden in. Het S-gehalte in de hauwwanden van 
00-variëteiten is hoger dan in 0, omdat de synthese van GLS en het 
transport daarvan naar de zaden stagneert. 
Analyse 
De meest betrouwbare analysemethoden voor het totale GLS-gehalte zijn 
HPLC en röntgenfluorescentie-spectroscopie. Afzonderlijke glucosino-
laten worden tegelijkertijd zowel kwalitatief als kwantitatief bepaald 
met gaschromatografie of HPLC (Schnug, 1990). 
4.3.2 Effecten in dier en mens 
Uit landbouwkundig oogpunt zijn Brassicaceeën interessante gewassen 
vanwege zeer waardevolle eiwitten en eetbare oliën in de zaden. De 
aanwezigheid van GLS, die een uitgesproken smaak hebben, beperkt 
echter het gebruik van bijvoorbeeld winterkoolzaad als eiwitbron in 
veevoer. Bij hydrolyse ontstaat het giftige thiocyanaat of isothio-
cyanaat (zie Fig. 4.3) . Bovendien zijn sommige GLS als zodanig toxisch 
(vooral (pro)goitrine) en andere carcinogeen (indol-GLS). 
GLS hebben verder een nadelig effect op de verteerbaarheid bij 
schapen, vee en varkens, en veroorzaken dood door verstoring van de 
schildklierfunctie en door leverbloedingen bij kippen. 
4.3.3 Functie in de plant 
Van glucosinolaten in Brassica zijn de volgende biologische activi-
teiten bekend: lokstof voor insekten; afweer voor andere insekten en 
zoogdieren; en insecticide, fungicide en bescherming tegen microben. 
Een effect van een verlaagd GLS-gehalte in B. napus was een te hoge 
opname door hazen en reeën waardoor ze ziekteverschijnselen kregen 
door vergiftiging met S-methyl-cysteïne-sulfoxide (SMCO) (Schnug, 
1990) . 
De eventuele rol van GLS bij het ontbreken van een symbiose van B. 
campestris en B. napus cultivars met vesiculair-arbusculaire mycor-
rhizale schimmels werd onderzocht door Glenn et al. (1988). Een direc-
te relatie met GLS werd niet aangetoond. 
Cultivars van B. napus en B. campestris (16 stuks; 00-Canola) 
werden in Canada getest op gevoeligheid voor de kevers Phyllotreta 
cruciferae en P. striolata. Alle proefvelden ondervonden ernstige 
aantasting door de uitgezette kevers en er bleek geen verband met het 
GLS-gehalte. 
Er zijn sterke aanwijzingen dat de GLS-pool een S-buffervoorraad 
voor de plant is (Rennenberg, 1984; Schnug, 1989 en 1990). Het GLS-
gehalte hangt direct samen met S-voedingstoestand van de plant. Bij 
zwavelgebrek neemt de myrosinase-activiteit toe met als gevolg dat de 
GLS geremobiliseerd worden en de zwavel vrijkomt voor eiwitsynthese. 
Behalve de genetische aanleg is er nog een grote variatie in GLS-
gehalte binnen een cultivar die samenhangt met de omgeving (grond, 
luchtverontreiniging, zwavelstatus) en de weersomstandigheden. 
4.3.4 Vóórkomen in de plant 
Het gehalte in afzonderlijke zaden varieert. In heel jonge zaden zit 
vooral indol-GLS. Later komen daar alkenyl-GLS bij, die dan het groot-
ste aandeel gaan vormen. Het totaalgehalte in zaden van een plant ver-
toont een variabiliteit die de variabiliteit weerspiegelt in de S-
voedingstoestand gedurende de vegetatieve fase (Schnug, 1989). 
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Iori et al. (1988; Noord-Italië) bepaalden totaal GLS-gehalte, glucose 
en myrosinase-activiteit in afrijpend zaad van drie variëteiten van 
winterkoolzaad (normaal; erucazuurvrij, =0; en erucazuurvrij en GLS-
arm, =00). In de laag en medium GLS-houdende variëteiten was de enzym-
activiteit hoger dan in de O-variëteit. 
De veranderingen in GLS-concentratie en -samenstelling tijdens de 
vegetatieve groei en in bloeiende weefsels van 0- en 0O-variëteiten 
van B. napus werden in Engeland op twee grondsoorten, 'clay loam' en 
'clay and flint', onderzocht door Milford et al. (1989). De gehalten 
werden uitgedrukt op weefselvocht, omdat dan een beter verband kan 
worden gelegd met afweer of aantrekken van ziekten en plagen. In de 
stengel zijn de GLS-gehalten hoger dan in blad. De relatieve gehalten 
van de negen samenstellende GLS in de hele plant veranderen niet 
tijdens de ontwikkeling in beide cultivars; wel treden er wijzigingen 
op in de verhouding in een bepaald orgaan (blad) of binnen een nieuw 
orgaan (knop, bloem). In het algemeen neemt de diversiteit toe in de 
loop van de groei (zie Fig. 4.6). Per GLS is de concentratie in blad 
berekend in de herfst en in het voorjaar. Bovendien werden deze verge-
leken met de toxische concentratie voor pathogène schimmels in vitro. 
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Figuur 4. 6 
Veranderingen in individuele glucosinolaten (% van de totale hoeveelheid) 
tijdens de vegetatieve en vroege bloeiperiode in Brassica napus cv. Ariana, 
dat een intermediair GLS-gehalte heeft (20 mol/g bij 9% vocht; ligt tussen 0-
en 00-rassen in) 
(Uit: Milford et al., 1989) 
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In dezelfde proef werden de veranderingen in GLS-concentratie en -
samenstelling tijdens de ontwikkeling van zaden van twee 0- en twee 
00-variëteiten van B. napus onderzocht door Bilsborrow et al. (1989) . 
In het begin was er een verschil in GLS-gehalte, dat later ver-
dween. Zeven GLS werden geanalyseerd (HPLC), waarvan de alkenyl-
derivaten progoitrine en gluconapine vooral verschilden tussen 0- en 
00-cultivars. De hoeveelheid indol-GLS is ondanks veredeling gelijk 
gebleven en heeft dus in de 00-cultivars een groter aandeel in het 
totaal-GLS-gehalte. 
4.3.5 Invloed van omgevingsfactoren en teeltmaatregelen 
Cooke et al. (1987) deden in 1984/1985 proeven in Engeland met winter-
koolzaad en bepaalden het GLS-gehalte in het zaad. De teeltlocatie 
speelt een grote rol. In een aantal cultivars die laag in GLS zouden 
zijn was het gehalte in het geoogste zaad hoger dan in het zaaizaad 
(zie Tabel 4.2.a en b ) . Bij bewaring van zaad voor 12 maanden of lan-
ger was er nauwelijks invloed op het GLS-gehalte. De oorzaak van de 
variabiliteit, die in latere proeven nader is onderzocht, lag vermoe-
delijk in omgevingsfactoren (het stijgende SC^-gehalte in die jaren?) 
of in teeltmethode. 
Tabel 4.2 
Glucosinolaatgehalte Qlwol/gram ontvet meel) van zaden van zes cultivars van 
Brassica napus in zes achtereenvolgende jaren (Uit: Cooke et al., 1987) 
a. gehalte in zaaizaad van zes cultivars dat voor de proeven werd gebruikt van 
1980-1985 
Variëteit 1980 1981 1982 1983 1984 1985 

































































































































In een driejarig onderzoek naar de invloed van de teelt- en oogst-
methode is gebleken, dat deze nauwelijks effect hebben op het GLS-
gehalte in zaden van 0O-winterkoolzaad (IACR-rapport 1990) . De sterke 
invloed van plaats en omgeving is onbegrepen. Het onderzoek wordt drie 
jaar voortgezet. 
Gehalten in 22 soorten B. oleracea var. gemmifera (spruitjes) 
werden gaschromatografisch bepaald door Heaney & Fenwick (1980) en 
lagen tussen 90-390 mg GLS per 100 gram versgewicht. De belangrijkste 
waren sinigrine en glucobrassine, met gluconapine en progoitrine. 
Tussen vijf plaatsen in Engeland bleken de gehalten in eenzelfde 
variëteit te verschillen, maar niet de samenstelling. In zaad is de 
samenstelling van de GLS anders dan in blad. De variatie in totaal-
gehalte GLS in zaad wordt toegeschreven aan verschillen in bodemtype 
en klimaat, en minder aan verschillen in (sulfaat-)bemesting. 
De invloed van oogsttijdstip en oogstmethode op zaadopbrengst en 
GLS-gehalte in 00-winterkoolzaad werd bestudeerd in veldproeven in 
1988 en 1989 in Engeland door Freer et al. (1989). De gebruikelijke 
oogstmethode voor 0-variëteiten, die ook voor de 00-rassen werd toe-
gepast, bleek niet te kunnen worden verbeterd door maaien, ruiteren 
("desiccation') of variatie in het oogsttijdstip of een combinatie 
hiervan, met betrekking tot het GLS-gehalte in het zaad. 
Mailer en Cornish (1987) bestudeerden het GLS-gehalte in B. napus 
en B. rapa var. sylvestris onder invloed van waterstress. Het gehalte 
steeg van 18,2 nmol/g in niet-gestresste planten tot 35,0 pmol/g bij 
stress. Het oliegehalte en het 1000-korrelgewicht daalden echter. 
Waterstress na de bloei, zoals bijvoorbeeld in Australië vaak voor-
komt, veroorzaakt dus een hoog gehalte aan GLS in het zaad. 
Mailer en Pratley (1990) onderzochten de invloed van de vocht-
beschikbaarheid op het GLS- en oliegehalte in zaden van B. napus en B. 
rapa sylvestris op 15 plaatsen in New South Wales (Australië). Het 
verband tussen GLS-gehalte en evapotranspiratie bleek een optimum-
kromme. Mogelijk is dit verband tussen vocht en GLS te verklaren via 
zwavel, want bij meer vocht kan meer S door de plant worden opgenomen. 
Echter, bij zeer sterke waterstress neemt het GLS-gehalte weer toe en 
daalt de opbrengst en het oliegehalte. Een goede vochtvoorziening 
tijdens de periode na de bloei is ook belangrijk voor het oliegehalte. 
Ook de invloed van het gebruik van groeiregulatoren is incidenteel 
onderzocht. Gendy & Marquard (1989) bepaalden GLS-gehalte, zaad-
opbrengst, olie-gehalte en vetzuursamenstelling in zaden van B. napus 
in een veldproef in Giessen (Duitsland) na behandeling van het gewas 
met RSW 0411 en Tebepas bij twee N-niveaus (120 en 200 kg/ha). Bij 200 
kg N/ha was het GLS- en eiwitgehalte in zaad hoger, maar het olie-
gehalte iets lager dan bij de lagere N-bemesting. De vetzuur-samen-
stelling werd niet beïnvloed door de N-gift of door de groeiregulato-
ren. Het GLS-gehalte in het zaad werd ook niet beïnvloed door de 
groeiregulatoren; de zaadopbrengst en het oliegehalte was hoger dan 
van de onbehandelde plant. 
Gebruik van groeiregulatoren is dus voor GLS-verlaging in zaden van 
B. napus niet veelbelovend. 
Invloed van bemesting, met name zwavel 
GLS bevatten relatief veel zwavel. Daarom hebben Cruciferen ook een 
hogere S-behoefte dan andere gewassen. De laatste jaren zijn er S-
deficiëntieverschijnselen waargenomen in Brassica-gewassen in Enge-
land, en ook in Duitsland (Beieren; Maidl & Lindinger, 1991). Die 
kunnen optreden in gebieden met weinig luchtverontreiniging in de vorm 
van SC>2, dat door de plant uit de lucht kan worden opgenomen. De 
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voedingstoestand van een plant met betrekking tot zwavel wordt dus 
bepaald door de hoeveelheid beschikbare zwavel voor de wortel in de 
bodem en de hoeveelheid vluchtige zwavelverbindingen in de lucht voor 
het blad (Rennenberg, 1984). 
Er is veel onderzoek op gang gekomen naar de S-beschikbaarheid uit 
bodem en lucht, en het GLS-gehalte in Brassica-zaden. 
De S-behoefte is gerelateerd aan de N-beschikbaarheid en bij waar-
den van de N/S-verhouding boven 13:1 (uit bladanalyse) zal er een S-
respons in het gewas zijn. 
Uit bemestingsproeven op lichte zandige gronden en zware klei-
gronden bleek dat door een zwavelarme bemesting een laag GLS-gehalte 
wordt verkregen in de zaden van Brassica-soorten op lichte grond, maar 
niet op klei (Josefsson, 1970). 
Janzen en Bettany (1984a) deden N- en S-bemestingsproeven in de kas 
(1-300 mg N/kg grond en 0-40 mg S/kg grond) met B. napus (winterkool-
zaad) op (zandige) loam-gronden in west-Canada waar N- en S-gebrek 
voorkomt en waar Brassica eerder al een respons op S-bemesting ver-
toonde. De optimale verhouding voor de opbrengst tussen beschikbaar N 
en beschikbaar S in de grond was 7:1. Bij een lagere verhouding wordt 
N inefficiënt benut; bij een hogere daalt de zaadopbrengst. Bij teveel 
N trad groeiremming op door accumulatie van toxische N-verbindingen. 
Bij teveel S accumuleerden S-verbindingen in het blad en in mindere 
mate in de stengel. De N- en S-gehalten in de zaden bleven vrij con-
stant onder de verschillende omstandigheden. 
Dezelfde auteurs (1984b) bekeken in een kasproef met B. napus op 
een S-deficiënte grond ook de invloed van het tijdstip van toediening 
van S-bemesting op de zaadopbrengst en het S-gehalte in zaad, hauw, 
stengel en blad. De opname door de plant was hoger bij een gift in een 
later stadium van de groei, maar er trad accumulatie op in blad en 
geen translocatie naar de zaden. De zaadopbrengst werd alleen bij ex-
treem S-gebrek door een S-gift verhoogd. Bij weinig beschikbare stik-
stof accumuleerde er S in de hauwen, maar niet in de zaden, vooral bij 
een S-gift aan het begin van de bloei. Door bladanalyse vastgesteld S-
gebrek in winter-koolzaad kan nog worden aangevuld, mits de S-gift 
plaatsvindt tijdens of vlak na het rozet-stadium. 
Opbrengstverhogende maatregelen bij 00-winterkoolzaad, zoals bemesting 
op twee tijdstippen met ammoniumnitraat of ammoniumsulfaat of combi-
naties daarvan tot 240 kg N/ha met 0, 127 of 254 kg S/ha, op twee 
plaatsen in Engeland gaven geen aanwijzingen dat teelt- en oogst-
praktijken veel invloed hebben op het GLS-gehalte in het zaad (Evans 
et al., 1989). Bodemtype en klimaat spelen daarentegen wel een rol, 
maar het is niet duidelijk hoe. 
Geen invloed hadden plantdichtheid, tijdstip van N-toediening of 
gebruik van een plantegroeiregulator (Triapentanol). Wel was er een 
effect van stikstofhoeveelheid (waarbij de opgenomen hoeveelheid van 
belang is; niet de toegediende); tijdstip van en hoeveelheid toege-
diende zwavel bij suboptimale N-voorziening (meer S levert meer GLS); 
zaaidatum. Door tijdstip en de methode van oogst in een extreem vroeg 
stadium te kiezen, als het gewas nog groen was, was het GLS-gehalte in 
de zaden hoger bij 'desiccation' of 'swathing'. 
Withers (1989) deed S-bemestingsproeven met 0- en 00-variëteiten 
van winterkoolzaad op zeven plaatsen in Engeland die potentieel S-
deficiënt waren en waar de S-toevoer via de lucht minder was dan 30 kg 
per ha in 1988 en 1989. De vorm van toediening was een variabele en 
ook de relatie met de N-bemesting werd in beschouwing genomen. Tussen 
1981 en 1985 was er geen opbrengstrespons op deze gronden op S-bemes-
ting, omdat toen de luchtverontreiniging hoger was. De S-behoefte van 
35 
de 0- en OO-variëteiten is gelijk. Zwavel werd toegediend als kalium-
sulfaat of bloem van zwavel in de grond; als gips in niveaus van 0, 
25, 50, 75 en 100 kg/ha; als amraoniumsulfaat in 0, 10, 20, 30, 50 en 
80 kg/ha; als gips in 0, 20 en 50 kg/ha; als bladbemesting met 8 kg/ha 
als ammoniumthiosulfaat of 'micronised' S. 
Er was een goede correlatie tussen het blad-S-gehalte bij het begin 
van de bloei en het GLS-gehalte in het zaad. Op alle plaatsen waar de 
opbrengst steeg, nam ook het GLS-gehalte significant toe. Het olie-
gehalte in de zaden nam vooral bij hogere bemestingsniveaus af. Het 
oliegehalte wordt meer bepaald door seizoensinvloeden dan door S-
beschikbaarheid. Bij 00-variëteiten steeg het GLS-gehalte pas bij een 
bemestingsniveau boven 30 kg S/ha. Een ras dat in een S-arme omgeving 
een laag GLS-gehalte heeft kan dus in een S02~rijke omgeving ondanks 
weinig beschikbaar S in de grond op opbrengstrespons-gevoelige velden 
een ongewenst hoog GLS-gehalte krijgen. Het gehalte van GLS in vegeta-
tieve en generatieve delen van 0- en 00-variëteiten van Brassica 
(oilseed rape; respectievelijk circa 20 en circa 100 nmol per gram 
zaad) is nauw gerelateerd aan de zwavel-nutriëntenstatus van de plant. 
Schnug (1989) analyseerde planten uit een veldproef in viervoud in 
Sleeswijk-Holstein (Duitsland) en uit potproeven (op zand + voedings-
oplossing) bij verschillende niveaus van S-voorziening. Bij gelijk 
totaal-zwavelgehalte in het blad zijn er geen verschillen in sulfaat-S 
en eiwit-S-gehalte tussen de 0- en 00-variëteiten (welke laatste dus 
minder GLS bevatten). Het blad van de 00-variëteit moet dus de S 
opslaan in de (qua structuur nog onbekende) tussenprodukten van de 
GLS-synthese die kennelijk genetisch geblokkeerd is (zie ook 
Josefsson, 1973). De zwavel in deze precursors is echter niet 
remobiliseerbaar. 
Deze laatste reageren dus ook sterker op S-bemesting. De hoogste 
zaadopbrengst treedt in 0- en 00-variëteiten op bij hetzelfde niveau 
van beschikbaar zwavel. 
In kasproeven op zand met S-vrije voedingsoplossing, met daaraan 
verschillende concentraties sulfaat toegevoegd, en in veldproeven met 
zes cultivars op 16 plaatsen werd de variatie in GLS in B. napus en B. 
rapa var. silvestris bestudeerd (Mailer, 1989; Australië). In de kas-
proeven steeg het GLS-gehalte van 5 pmol GLS/g zaad bij 4 Jig S/g 
voedingsoplossing tot 55 nmol GLS/g zaad bij 100 Jig S/g. 
De aanwezige variabiliteit in GLS-gehalten in zaden uit de veld-
monsters kon niet in verband worden gebracht met de S-voorziening ter 
plaatse. In deze proeven is S-gehalte in blad bepaald, maar niet het 
N-gehalte in het blad. Als indicatie voor de S-toestand van de grond 
werd één cultivar als indicator genomen. Ook de luchtverontreiniging 
(SO2) is niet in beschouwing genomen, maar die is vermoedelijk laag. 
De relatie met de S-status van de plant en het relatief snelle trans-
port van de GLS naar de zaden verklaart de grote variabiliteit in GLS-
gehalten die in de praktijk wordt gevonden. 
De gevoeligheid van een Brassica-variëteit voor S-gebrek is hoger 
naarmate er minder GLS zijn. De 00-variëteiten zijn gevoeliger voor S-
gebrek dan de O-variëteiten. Ernstige symptomen van S-gebrek treden op 
als het zwavelgehalte in blad daalt beneden 3,5 mg S per gram vers 
bladgewicht in 00-variëteiten en beneden 3 mg S/g vers blad in 0-
variëteiten (Schnug, 1989 en 1990). 
4.3.6 Veredelingsaspecten 
Door de ongewenste aanwezigheid van GLS, en de giftigheid van het 
erucazuur voor de mens zijn de laatste 15 jaar Brassica-(winter- en 
zomer-)rassen met succes veredeld en geselecteerd op afwezigheid van 
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erucazuur (O- of low-variëteiten; tegen vroeger 40-50% van de olie; 
GLS-gehalte: 25 Jlmol/g in vegetatief weefsel en 100 jimol/g in zaden) 
en bovendien op een laag GLS-gehalte (00- of double-low-variëteiten; 
10 pmol/g in vegetatief weefsel en 20 Jimol/g in de zaden; of 18 pmol 
per gram olievrij meel tegen vroeger 62-115 jimol/g). 
Voor de veredeling is gezocht naar (wilde) variëteiten met een 
lager GLS-gehalte. 
Bladeren van B. oleracea uit het Middellandse Zeegebied verschilden 
onderling aanzienlijk in GLS-samenstelling en -gehalte (2,2-12,3 Jlmol/ 
g vers blad in wilde soorten; 0,5-8 in veredelde). Bij wilde soorten 
van B. rapa was het verschil veel minder: 4,2-10,2 Jlmol/g vers blad in 
wilde soorten tegen 0,1-2,9 in gekweekte. In het algemeen waren de 
GLS-gehalten van de wilde soorten veel hoger dan van de veredelde, dus 
onbruikbaar voor veredeling (Mithen et al., 1987). 
Chiang et al. (1989) analyseerden de GLS-samenstelling uit de 
hydrolyseprodukten in cultivars van broccoli (B. oleracea Italica 
group) die resistent of vatbaar waren voor clubroot {Plasmodiaphora 
brassicae Wor. races 2 and 6). Beide soorten verschilden niet signi-
ficant in goitrine en vluchtige isothiocyanaten, maar in de resistente 
planten was het gehalte aan thiocyanaat-ion significant lager. Dit zou 
als selectiecriterium kunnen worden gebruikt. 
Bij verder dalend GLS-gehalte door veredeling zal de gevoeligheid 
voor S-gebrek toenemen. Bij verdere selectie zou de opbrengst worden 
aangetast, omdat een lager GLS-gehalte in het zaad alleen bereikbaar 
is via een fundamenteel ingrijpen in de S-verwerking van de plant 
(Schnug, 1989 en 1990). 
4.3.7 Produktbehandeling 
De negatieve effecten van de splitsingsprodukten van GLS kunnen worden 




4.4.1 Definitie, structuur en analyse 
Chemisch strekt de overeenkomst binnen deze groep verbindingen niet 
verder dan basische eigenschappen en het bezit van een N-atoom in een 
heterocyclische ringstructuur, en een bittere smaak. 
In landbouwgewassen komen op beperkte schaal schadelijke, dus on-
gewenste alkaloïden voor. In aardappelen komen steroid-alkaloïden 
voor; granen kunnen geïnfecteerd zijn met ergot-alkaloïden en lupine-
zaden bevatten quinolizidine-alkaloïden (zie Fig. 4.7; Cheeke & Kelly, 
198 9). In lupinen zijn totale gehalte aan quinolizidine-alkaloïden 





e . g , lupinine 
Tricycl ic QA: 
e .g . cyt ia ine 
Tetracyclic QA: 
e . g . lupanine anagyrine 
F i g u u r 4. 7 
Structuur van een aantal lupine-alkaloïden (quinolizidine-derivaten) 
Analyse 
Alkaloïden kunnen individueel worden bepaald als de structuur bekend 
is. De quinolizidine-alkaloïden in lupinezaden worden met HPLC of 
colorimetrisch geanalyseerd na zorgvuldige extractie. 
4.4.2 Effecten in dier en mens 
Aangezien alkaloïden bitter smaken beperken ze de voederopname door 
herbivore zoogdieren. 
Door veredeling zijn de gehalten aanzienlijk verlaagd (sweet lupin) 
maar er komen vergiftigingsverschijnselen voor bij schapen en vee door 
het eten van wilde soorten. De lupine-alkaloïden zijn acuut toxisch 
voor mens en dier; voor varkens meer dan voor kippen en konijnen. Er 
bestaat bij veredeling van lupine op laag alkaloïde-gehalte gevaar 
voor verhoogde vatbaarheid van het gewas voor een schimmel, die het 
mycotoxine poduceert dat lupinose veroorzaakt bij schapen en rundvee. 
4.4.3 Functie in de plant 
De alkaloïden hebben vanwege de meestal bittere smaak en de giftigheid 
voor mens, herbivore dieren en microörganismen een beschermende wer-
king tegen predatoren en fytopathogenen. Gramine uit gersteblaadjes is 
giftig voor de bacterie Pseudomonas syringae (Sepulveda & Corcuera, 
1990) . Het zou ook een rol kunnen spelen bij de resistentie tegen 
luizen en kevers (Schizapus graminum), gezien het afnemende gehalte 
bij verouderend blad, de toename van de gevoeligheid en de giftigheid 
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van gramine voor deze organismen. Hoge graminegehalten hangen samen 
met warm weer. Veredeling op een laag gramine-gehalte zou wel eens de 
vatbaarheid voor ziekten en plagen kunnen verhogen (Zuniga et al., 
1985) . 
4.4.4 Vóórkomen in het gewas 
Als secundaire metabolieten komen in veel, vooral wilde, planten alka-
loïden voor (Hegnauer, 1986 en 1988). 
4.4.5 Invloed van omgevingsfactoren en teeltsiaatregelen 
Omdat alkaloïden produkten uit het secundaire plantemetabolisme zijn, 
zal het gehalte in het algemeen stijgen bij sub-optimale groei-omstan-
digheden. Daar is geen specifieke literatuur over verzameld (zie ook 
Paragraaf 4.4.3) . 
Het gehalte aan alkaloïden in een plant kan worden beïnvloed met 
qroeiregulatoren. 
In Papaver somniferum was het morfinegehalte hoger en de groei 
beter na bladbehandeling met Triacontanol in kasproeven. In andere ge-
wassen verhoogt deze stof het eiwitgehalte (Srivastava & Sharma, 
1990) . 
4.4.6 Veredelingsaspecten 
Door veredeling zijn de alkaloïdegehalten in Lupinus albus en L. an-
gustifolius al verregaand verlaagd. Daardoor zijn deze gewassen wel 
vatbaarder geworden voor luizen, mijten en virussen. 
De veredeling richt zich nu verder op verlaging van het alkaloïde-
gehalte in Lupinus mutabilis, het laatste lupinegewas dat problemen 
geeft. Ook hier is een mutant gevonden met een laag gehalte (Bond & 
Smith, 1989). 
4.4.7 Produktbehandeling 
Er zijn geen behandelingen bekend waarmee de alkaloïden onschadelijk 
kunnen worden gemaakt. 
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4.5 Tanninen 
4.5.1 Definitie, structuur en analyse 
Een goed, recent overzicht over tanninen (en vicine en convicine) in 
veevoer is verschenen van Marquardt (1989). 
Tanninen zijn water-oplosbare, fenolachtige verbindingen, die naast 
de gebruikelijke fenolreacties, specifieke eigenschappen hebben, zoals 
het neerslaan van alkaloïden, gelatine en andere eiwitten. Daartoe 
moet het molecuulgewicht bij voorkeur tussen 500 en 3000 liggen, en 
moeten er voldoende fenolische hydroxylgroepen aanwezig zijn (1-2 per 
100 MW) om met eiwitmoleculen te kunnen binden. Veel gecondenseerde 
tanninen hebben een hoger Molgewicht, tot meer dan 20 000 (Reid et 
al., 1974). Overigens bestaat de fractie aan gecondenseerde tanninen 
meestal uit een amorfe massa van uiteenlopende polymerisatiegraad. 
Op basis van chemische eigenschappen worden tanninen onderverdeeld 
in niet-hydrolyseerbare of gecondenseerde en hydrolyseerbare. Deze 
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Chemische nomenclatuur voor tanninen 
A.Classificatie van tanninen en hun monomere eenheden 
B.Classificatie van flavolanen op basis van de geproduceerde anthocyanidinen 
bij zure hydrolyse (Uit: Sarkar et al., 1976) 
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Figuur 4.9 
Structuur van gecondenseerde 
tanninen (Uit: Liener, 1980) 
De definitie op basis van het molecuulgewicht is niet erg gelukkig 
gekozen. Veel beschreven tanninen in voedergewassen vallen daar eigen-
lijk buiten. 
De gecondenseerde (proanthocyanidinen in Vicia faba) zijn polymeren 
van flavanolen, bv. flavan-3,4-diolen en bevatten geen suikerresten 
(zie Fig. 4.9). 
De hydrolyseerbare zijn polymeren van galluszuur of ellageenzuur 
met glucose (zie Fig. 4.10) . De biosynthese levert globaal drie ver-
schillende groepen produkten na een gemeenschappelijke eerste stap, 
waarin galzuur verestert met D-glucose. De produkten van de eerste 
route zijn gallotanninen en van de tweede en derde ellagitanninen 
(Beart et al., 1985) . 
De eerste groep polymeriseert juist nog verder tot amorfe, vaak 
roodgekleurde verbindingen, de flobafenen. Bij hydrolyse (met zuur of 
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Shikimaatzuur-route; biosynthese van secundaire planteprodukten 
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Biosynthese van tanninen 
Een recent boek over de biochemie van gecondenseerde tanninen is sa-
mengesteld door Hemingway en Karchesy naar aanleiding van een confe-
rentie in 1988 in de Verenigde Staten (1989). 
Tanninen, zowel de hydrolyseerbare als de gecondenseerde, ontstaan 
in de shikimaatzuurroute, waarin de biosynthese van aromatische ring-
verbindingen plaatsvindt (Fig. 4.11; Katoh et al., 1989b). De aroma-
tische aminozuren en diverse secundaire metabolieten ontstaan via deze 
route, met name flavonoiden, tanninen, lignine en bepaalde alkaloïden. 
Plantaardige polyfenolen op basis van galzuur en D-glucose (hydro-
lyseerbare tanninen) zijn als secundaire metabolieten beschreven door 
Beart et al. (1985), evenals de mogelijke rol ervan in afweersystemen. 
Dicotylen zouden kunnen worden onderverdeeld op basis van de produkten 
van hun galzuurmetabolisme. Er zijn drie duidelijk verschillende 
hoofdroutes te onderscheiden. Eén route levert de gallotanninen op; de 
twee andere leiden tot ellagitanninen (zie Fig. 4.12). 
K > V ^ \ - O N 
p<«wama Mttwgia 
Figuur 4.12 
Galzuurmetabolisme in hogere planten (Beart et al., 1985) 
Analysemethoden 
Voor de bepaling van tannine-gehalten waren diverse colorimetrische 
methoden in omloop die ook voor fenolen worden gebruikt (vanilline-
test, Folin-Denis-test en Pruisisch-blauw-test), met diverse varian-
ten. Een overzicht is gegeven door Tempel (1982). Voor bepaling en 
screening van gecondenseerde tanninen in blad is de vanilline-HCl-
methode geschikt, als gevoelige, eenvoudige en specifieke methode 
(Broadhurst & Jones, 1978). Voor bonen van Vicia faba is nu de 
vanilline-H2S04-methode gestandaardiseerd (Venema, 1990). Het blijft 
moeilijk om de tanninen volledig te extraheren. 
Met gelfiltratie kunnen de hydrolyseerbare en gecondenseerde van 
elkaar gescheiden worden. 
Het Folin-Denis-reagens reageert met alle fenolen, maar ook met 
andere verbindingen. Na verwijderen van de fenolen door neerslaan met 
onoplosbaar PVP wordt de methode specifieker. Gehalten aan eenvoudige 
fenolen, non-tannine flavonoiden en hydrolyseerbare en gecondenseerde 
tanninen in groente-extracten kunnen worden bepaald met Folin-
Ciocalteu-reagens (McLeod, 1974). 
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Een probleem bij de analyse is de extractie. De mate van extractie 
varieert per materiaal. Dit is onder andere een gevolg van de samen-
stelling van de tanninen. Bovendien zijn de tanninen instabiel en 
hebben ze reducerende eigenschappen. Bij analyse van hele bonen kan 
het tannine uit de zaadhuid een onoplosbaar complex vormen met het 
oplosbare eiwit uit de cotylen, waardoor de gevonden gehalte te laag 
zijn (Marquardt, 1989). In blad wordt de analyse anders uitgevoerd dan 
in zaden. Daardoor moet voor elk materiaal een aangepaste extractie-
methode worden ontwikkeld en moet die methode verregaand gestandaar-
diseerd worden. 
De tanninen uit de zaadhuiden van veldbonen (Vicia f aba) kunnen 
voor 95% worden geëxtraheerd door ze 2x een half uur te koken met 50% 
methanol in water. Het gehalte wordt daarna colorimetrisch bepaald na 
kleuring met het Folin-Denisreagens. Als referentie wordt een oplos-
sing van tanninezuur (looizuur) gebruikt (CABO-DLO, Pannebakker, 
1977). De methode is nader gestandaardiseerd door Venema (Rikilt, 
1990). 
Voor de bepaling van de adstringerende werking is een methode 
ontwikkeld door Bate-Smith (1973) waarbij de hoeveelheid achtergeble-
ven hemoglobine in oplossing colorimetrisch wordt bepaald na reactie 
van tanninen en het eiwit in gehemolyseerd bloed. De adstringerende 
werking wordt relatief uitgedrukt ten opzichte van die van een 
standaard-tannine. 
Terrill et al. (1990) zochten naar de beste conserveringsmethode 
voor bladeren van Sericea lespedeza voor analyse van gecondenseerde 
tanninen. Van de onderzochte methoden vers invriezen, drogen in de 
droogstoof, vriesdrogen en in de zon drogen bleek vriesdrogen de beste 
resultaten te geven. 
4.5.2 Effecten in dier en mens 
Van hydrolyseerbare tanninen zijn geen nadelige effecten bekend op de 
verteerbaarheid. Vooral de gecondenseerde tanninen hebben de anti-
nutritionele werking. Ze vormen makkelijk complexen met andere orga-
nische verbindingen, bij voorkeur met eiwitten met een open, losse 
tertiaire structuur; die hebben meestal een hoog prolinegehalte 
(Marquardt, 1989). Bij herkauwers hebben de gecondenseerde tanninen 
daardoor juist een bevorderende werking op de spijsvertering. Dat is 
te verklaren doordat ze de oplosbare bladeiwitten, die vrijkomen bij 
kauwen en verteren, neerslaan door complexvorming in de pens bij pH 6-
7 (zie Fig. 4.13; Jones 6 Mangan, 1977). 
Als die eiwitten in oplossing blijven (bijvoorbeeld bij witte 
klaver die nauwelijks tanninen bevat (Jones et al., 1973)) ontleden ze 
te vroeg waardoor enorme ammoniak- en schuimvorming optreedt ('bloat'; 
trommelzucht). Het tannine-eiwitcomplex lost verderop in het maagdarm-
kanaal (lebmaag pH > 8 en pH < 3,5 in de dunne darm) weer op en het 
eiwit komt beschikbaar voor vertering. Het vermogen om eiwit te binden 
is lager naarmate het molecuulgewicht hoger is. De tanninen in espar-
cette zijn minder werkzaam dan die in Lotus, zodat het gehalte daar 
hoger moet zijn om trommelzucht te voorkomen (Barry & Manley, 1986). 
De complexering van tanninen met eiwitten is voor éénmagigen een na-
deel, omdat daardoor de verteerbaarheid juist daalt. Een model van de 
complexen is beschreven door Spencer et al. (1988) als xpocket'-






celafbraak \ onoplosbaar vrij gecondenseerd 
(gebonden) 






Verondersteld mechanisme van de reactie van gecondenseerde tanninen met 
plante-eiwit en vorming van een vrije fractie gecondenseerde tanninen tijdens 
celafbraak, en de rol bij de voeding van herkauwers 
De negatieve werking van tanninen uit de zaadhuid van veldbonen (Vicia 
faba) op in-vitro-verteerbaarheid berust meer op remming van cellulase 
dan op complexvorming van oplosbare eiwitten (Griffiths & Jones,1977). 
De negatieve correlatie tussen tanninegehalte en in-vitro-verteerbaar-
heid werd in 24 lijnen van Vicia faba bevestigd door Garrido et al. 
(1989). 
Uit voederproeven met varkens met Pisiun sativum met verschillende 
eiwit- en tanninegehalten bleek dat de verteerbaarheid toenam bij een 
hoger eiwitgehalte (Buraczewska et al., 1989). 
Tanninegehalten in peulvruchten lopen sterk uiteen, van 34 tot 2000 
mg per 100 gram totaal zaad (zie Tabel 4.3 en 4.7). 
De voedingswaarde van veldbonen is laag vanwege een extreem laag ge-
halte aan zwavelhoudende aminozuren van het eiwit. Die kan worden 
verbeterd door methionine aan het dieet toe te voegen, bv. bij ratten 
en kippen (Eggum, 1980). De ANF's, die vooral in de in de zaadhuid 
voorkomen, vormen echter een groter probleem. 
Omdat de samenstelling van de zaden verandert tijdens de ontwikke-
ling zou de keuze van het oogsttijdstip van invloed kunnen zijn op de 
voedingswaarde. De verbetering moet dan wel de mindere opbrengst com-
penseren. Uit onderzoek van Palmer & Thompson (1975) bleek dat vroeger 
dan normaal geoogste bonen van vicia faba geen betere voedingswaarde 
hadden voor ratten. 
Door toevoeging van methionine of choline verbetert de verteerbaar-
heid bij ratten. Dat wordt niet alleen toegeschreven aan de gunstiger 
aminozuursamenstelling van het eiwit, maar ook aan een gedeeltelijk 
detoxificerende werking op het tannine. Door consumptie van peul-
vruchten met een hoog tanninegehalte zou er een deficiëntie voor 
methionine of choline kunnen ontstaan (Rao & Deosthale, 1982) . 
4.5.3 Functie in de plant 
Tanninen in bladeren bieden in sommige gevallen bescherming tegen 
vraat door herbivore insekten. Dit is bekend van sprinkhanen die met 
tarweblad van uiteenlopende tanninegehalten werden gevoerd (Bernays, 
1978) . 
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Recent is aangetoond, dat ethyleen wordt geproduceerd in Acacia zodra 
antilopen van de bladeren eten. Dat heeft een acute produktie van tan-
ninen in bladeren van omringende bomen ten gevolge, tot een gehalte 
dat dodelijk is voor de dieren (New Scientist, 1990; Volkskrant 6 
oktober 1990; Visser (Intermediair), 1990). 
Bij Sorghum worden cultivars met tanninehoudende korrels niet 
gegeten door vogels (Davis S Hoseney, 1979; Morrall et al., 1981). 
Flavonoiden, de monomere fenolachtige bouwstenen van tannine, 
absorberen licht in een golflengtegebied dat schadelijk is voor de 
chloroplasten, ni. UV-B van 280-320 nm (zie ook Wellman, 1983). Ze 
laten zichtbaar licht (400-700 nm) door. 
Veel enzymen, en ook stoffen uit het secundair metabolisme in 
hogere planten bezitten in in-vitro-experimenten het vermogen de 
schade door oxydatie te beperken door vrije radicalen en reactieve 
zuurstofverbindingen in te vangen. Hiertoe behoren glutathion; 
flavonoiden, fenolzuren en andere fenolen; alkaloïden. In de epidermis 
van Vicia faba komen flavonoïdegehalten voor van 3-10 mM en in veel 
planteweefsels is het gehalte hoger dan 1 mM (Larson, 1988). 
Het flavonoïdegehalte van blad hangt af van de hoeveelheid licht 
tijdens de groei. De synthese kan worden geïnduceerd door een hoge 
intensiteit blauw, groen of rood licht, of door UV-bestraling. De 
flavonoiden zouden zo een variabel filter tegen schadelijk UV-B-licht 
kunnen zijn (Caldwell et al., 1983). 
Gecondenseerde tanninen worden beschouwd als opslag van energie bij 
zwavelgebrek (Waterman et al., 1984). 
Van tanninen en meer algemeen van flavonoïde structuren zijn anti-
pathogene eigenschappen bekend (Hemingway & Karchesy, 1989; Weiden-
börner et al., 1990). Verder zijn er ook groeiremmende werkingen 
bekend van flavonoïde structuren uit zaden. In de zaadhuid van 
Abutilon theophrasti Cvelvetleaf') komen 6 flavonoiden voor 
(delfinidine, cyanidine, quercitine, myricetine, (+)-catechine en (-)-
epicatechine) die in een concentratie van ImM de kieming van vreemde 
zaden en de schimmelgroei op het zaad zelf kunnen remmen. Daardoor 
hebben deze onkruidzaden een grote concurrentiekracht (Paszkowski & 
Kremer, 1988) . 
Het verband tussen structuur en biologische activiteit tegen 
virussen werd onderzocht door Takechi et al. (1985), die 38 tanninen 
uit diverse bronnen isoleerden en testten. Bij de hydrolyseerbare 
tanninen was de activiteit hoger naarmate er meer galloyl- of hexa-
hydroxy-difenoyl-groepen aanwezig waren. Bij gecondenseerde tanninen 
bleek de activiteit afhankelijk van de condensatiegraad. De meest 
actieve tanninen waren ook het meest fytotoxisch. 
Er zijn aanwijzingen dat flavonoiden uit vlinderbloemigen de ex-
pressie induceren van genen voor de vorming van wortelknolletjes in 
Rhizobium (Firmin et al., 1986; Peters et al., 1986; Redmond et al., 
1986; Tomâs-Barberân et al., 1991). 
4.5.4 Vóórkomen in de plant 
Tanninen komen niet voor in lagere planten zoals schimmels, algen en 
mossen en in monocotylen, zoals grassen. Ze komen wel voor in enkele 
dicotyle plantefamilies, waaronder de vlinderbloemigen. Ze zitten in 
de vacuolen van de intacte plantecel (McLeod, 1974) . 
Hydrolyseerbare tanninen komen voor in peulen en plantegallen. In 
vers blad van vlinderbloemige voedergewassen zijn ze nooit gevonden 
(Bate-Smith, 1973; Barry & Manley, 1986). Houtige angiosperme plante-
soorten kunnen zowel hydrolyseerbare als gecondenseerde tanninen 
bevatten. Gymnosperme soorten bevatten alleen gecondenseerde. 
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Tabel 4.3 




Whole bean Cotvledon 
Adzuki bean ( Vigna angularis L.) 290 
Black gram* (Phaseolus mungo L.) 540-1197 
Chick pea* (Cicer arietmum) 1%—V11 
Cowpea* ( Vigna sinensis L.) 175—590 
Faba beans» ( Vicia faba L.) 750-2000 
Green gram* (Phaseolus aureus L.) 437—799 
Horse gram'' (Dolichos biflorus L.) 1600 
Kidney bean» (Doiichos lablab) 1024 
Lima bean13 (Phaseolus lunatus) 650—930 
Moth bean0 (Phaseolus aconitifolius) 1300 
Peas0 (Pisum sativum l_) 500-1050 
Pigeon pea* (Cajanus cajan) 380-1710 
Soybean* (Glycme max L.) 45 
U.S. dry beans* (Phaseolus vulgaris L.) 
Cranberry 76.3 
Viva pink 122.1 
Pinto 264.7 
Light red kidney 152.2 
Dark red kidney 105.3 
Small red 282.8 
Black beauty 33.7 





2 1 - 3 9 
73 
4 6 0 - 5 6 0 










*Tannin content expressed as catechin equivalents. 
°Tannin content expressed as tannic acid equivalents. 
% van DM 
Naar: 
Reddy et al.. 1985 
m Sri Lanka 
^ Nigeria 
S Indonesië 
40 50 60 70 
Periode na bloei (dagen) 
80-85 
Figuur 4.14 
Polyfenolgehalte in zaden van 'winged bean' (Psophocarpus tetragonolobus 
L.) tijdens de zaadontwikkeling van drie verschillende plaatsen. Naar: Reddy 
et al., 1985. 
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Gecondenseerde tanninen komen vooral voor in de zaadhuid van zaden van 
vlinderbloemigen. Witbloeiende rassen zijn er nagenoeg vrij van. 
Een belangrijke vraag is, of tanninegehalten in verschillende 
plante-organen gecorreleerd zijn. Uit onderzoek in katoenplanten bleek 
dat de gehalten aan geconden-seerde tanninen in de bloemknop en het 
stengeleind significant ge-correleerd zijn. Elk afzonderlijk was matig 
gecorreleerd met het gehalte in de bladeren (Hanny et al., 1978) . 
Tanninen in zaden 
In zaden van 125 lijnen van Vicia faba werden onder andere het gehalte 
aan tannine en vicine, en de activiteit van de trypsineremmers bepaald 
(Frauen et al., 1984). De variabiliteit was groot, evenals in het on-
derzoek van Griffiths (1984) naar proteaseremmers, fytaatgehalte en 
tanninegehalte. De grote spreiding in de gevonden waarden voor gecon-
denseerde-tanninegehalten in zaden blijkt uit Tabel 4.3 en 4.7, waar-
bij moet worden aangetekend dat deze onderling moeilijk vergelijkbaar 
zijn omdat de monsterbehandeling en de analysestandaards verschillen. 
Gecondenseerde tanninen in erwtenrassen (proantocyanidinen van het 
type polyhydroxy-flavan-3-ol) werden met drie methoden bepaald door 
Stickland (1984). Als er anthocyanine aanwezig was, waren er ook ge-
condenseerde tanninen. Bij afwezigheid van anthocyanine in zaadhuid en 
cotylen was het gehalte aan gecondenseerde tanninen dus zeer verlaagd 
(zie Fig. 4.16). De tanninen in de zaadhuid waren verder gepolymeri-
seerd dan in de cotylen. 
De gehalten aan gecondenseerde tanninen in zaden van vlinder-
bloemigen veranderen tijdens de ontwikkeling en afrijping (zie bijv. 
Fig. 4.14, Reddy et al., 1985). 
De tannine-gehalten in zaden en zaadhuiden uit verschillende 
proeven zijn moeilijk te vergelijken. Een overzicht is gemaakt in 
Tabel 4.7. 
Het gehalte aan gecondenseerde tanninen in de korrels van vier 
variëteiten van korrelsorghum (waarvan drie vogel-resistente en een 
niet resistente) werd onderzocht door Davis & Hoseney (1979). Het 
gehalte, uitgedrukt als a-amylase-remming per korrel, steeg geleide-
lijk tot zes weken vóór de oogst en bleef daarna gelijk of daalde 
weer. In de niet-resistente variëteit was remming op diverse tijd-
stippen laag. 
Tanninen in bladeren 
Tanninen zijn meestal afwezig in de vegetatieve delen van kruidige 
planten. Uitzonderingen zijn soorten van de familie der Hedyraceeën, 
waartoe de voedergewassen Lespedeza cuneata ("sericea') en Onobrychis 
viciaefolia (esparcette) en de ook in Europa inheemse soorten Trifoli-
um arvense (hazepootje), Lotus corniculatis (rolklaver) en Lathyrus 
pratensis (veldlathyrus) behoren. 
Deze soorten bevatten leuco-anthocyaninen (LA's), die bij hydrolyse 
cyanidine en delfinidine produceren. Het zijn condensatieprodukten van 
flavan-3-olen (catechinen) of flavan-3,4-diolen. Gallo- en ellagi-
tanninen zijn afwezig in de vegetatieve delen (Bate-Smith, 1973) . 
Bladeren van landbouwgewassen zoals cacao, katoen, tomaat en thee 
zijn rijk aan gecondenseerde tanninen. Bladeren van rhododendron, eik, 
wilg en Prunus bevatten ook een hoog gehalte gecondenseerde tanninen 
in hun blad, met een wisselende samenstelling per seizoen (Chalker-
Scott & Krahmer, 1989). 
Het molecuulgewicht van de bladtanninen loopt globaal uiteen van 
1000 tot 20 000 (Reid et al., 1974). 
In diverse voedergewassen zijn tanninen gevonden; zie Tabel 4.4 
(Naar: Sarkar et al., 1976) en 4.6 (McLeod, 1974). 
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Tabel 4.4 
Latijnse, Nederlandse en Engelse namen van voedergewassen en het voorkomen van 













T. campest re 
T. dubium 
Engels 
a l f a l f a 
b i r d s f o o t t r e f o i l 
s e r i c e a 
s a i n f o i n 
c i c e r m i l k v e t c h 
crownvetch 
sweet c l o v e r 
r ed c l o v e r 
whi te c l o v e r 
r a b b i t f o o t c l o v e r 
l a r g e hop c l o v e r 
smal l hop c l o v e r 
Nederlands 
l u z e r n e 
r o l k l a v e r 
e s p a r c e t t e 
kroonwikke 
vogelwikke 
hon ingk lave r 
rode k l a v e r 
w i t t e k l a v e r 
hazepoo t j e 
l i g g e n d e k l a v e r 
















Molecuulgewichtsverdeling van gecondenseerde tanninen in voedergewassen 









b l a d 
b l a d 
bloem 
b l a d 
b l a d 
b l a d 
MW 
spreiding 
17 000-28 100 
10 100-13 200 
8 500- 9 100 
7 900- 8 200 
5 800- 8 700 
















Als molecuulgewicht per eenheid is 300 aangehouden 
Dp = delfinidine; Cy » cyanidine 
De gecondenseerde tanninen uit bladeren en bloemen van diverse weide-
voedergewassen werden onderzocht door Jones et al. (1976). Molecuul-
gewichten werden bepaald met een analytische ultracentrifuge na 
fractionering door gelfiltratie op Sephadex. De samenstelling werd ook 
bepaald (zie Tabel 4.5). 
In blad van rode en witte klaver werden geen flavolanen aangetrof-
fen. De epidermiscellen van de petalen bij witte klaver bevatten wel 
het mechanisme voor de biosynthese van flavolanen (en hebben ook een 
hoge concentratie)/ evenals de petiolen van sommige witte- en rode-
klaverplanten (met sporen flavolanen) . Petaalweefsel is genetisch 
gelijk aan bladweefsel. Dit gegeven zou gebruikt kunnen worden voor 
selectie op aanwezigheid van flavolanen in blad. 
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Taise! 4.6 
Soort tanninen in enkele voedergewassen (Saar: McLeod, 1974) 
Bron Soort tanninen 
Calluna vulgaris 
Cerotonia siliqua 
(a) groene peulen 











lineaire polymeren van leucocyanidine 
Grote hoeveelheden hydrolyseerbare tanninen, vooral 
gallotanninen. De gecondenseerde tanninen zijn 
hooggepolymeriseerde leucodelfinidinen 
Sporen gallotanninen, maar vooral gecondenseerde 
leucodelfinidinen 
Waarschijnlijk gepolymeriseerde leucodelfinidinen 
Gecondenseerde tanninen, waarschijnlijk derivaten 
van leucodelfinidine en leucocyanidine 
Gecondenseerde tanninen, waarschijnlijk 
gepolymeriseerd leucodelfinidine en leucocyanidine 
Gecondenseerde tanninen (MW 14 000-20 000) . Vooral 
derivaten van leucodelfinidine. Kleine hoeveelheid 
van catechine en leucocyanidine. 
Gecondenseerde catechine tanninen en gallotanninen 
Gecondenseerde tanninen, waarschijnlijk 
derivaten van leucodelfinidine en leucocyanidine 
Hydrolyseerbare tanninen (MW 1680), vooral 
ellagitanninen en enkele gallotanninen. 
Gecondenseerde tanninen (MW 6750), waarschijnlijk 
catechinederivaten. 
Gecondenseerde tanninen die bij zure hydrolyse een 
flavanon (waarschijnlijk eriodictyol) en een 
anthocyanidine (pelargonidine) opleveren 





Flavan-3,4-diol met substituenten op plaats 5,7,3',4',5' 
Flavan-3,4-diol met substituenten op plaats 5,7,3',4' 
Flavanon met hydroxylgroepen op plaats 5,7,3',4' 
Anthocyanidine met hydroxylgroepen op plaats 3,5,7,4' 
2' 3' 























Structuur van een aantal flavonolden 
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• Trommelzucht 
In blad van Lotus sp. werd de relatie tussen de concentraties van 
totaal gecondenseerd tannine, "vrij' gecondenseerd tannine (de fractie 
die niet gebonden wordt door het oplosbare bladeiwit) en lignine 
bestudeerd door Barry & Manley (1986) met vanilline-zoutzuur. Lotus 
pedunculatus groeit goed op arme zure gronden (waar andere planten het 
af laten weten) en bevat dan een hoog gehalte aan gecondenseerde tan-
ninen: 50-110 g/kg DM, tegen 45-70 g/kg DM op vruchtbaarder gronden. 
Bij een totaalgehalte van meer dan 90 g/kg DM was de portie 'vrij' ge-
condenseerd tannine relatief veel groter. Lotus leidt niet tot trom-
melzucht, maar zodra het tanninegehalte zo hoog wordt dat het niet 
meer gebonden kan worden door het oplosbare bladeiwit (de "vrije' 
fractie) wordt de voederopname lager en de koolhydraatvertering slech-
ter bij herkauwers. Het ligninegehalte in blad van Lotus is ook hoog 
(100-120 g/kg DM) en de celwandverteerbaarheid laag. De gecondenseer-
de tanninen zijn flavolanen en de monomeren (cyanidine en delfinidine) 
worden allebei in de shikimaatzuurroute gebiosynthetiseerd, evenals de 
monomeren voor lignine. De tanninen van Lotus p. van arme en vrucht-
bare gronden werden vergeleken met Lotus corniculatus van arme (30 
g/kg DM) en vruchtbare gronden (5-15 g/kg DM). Op de laatste waren de 
tanninegehalten in blad van Onobrychis viciifolia circa 30 g/kg DM. 
Cooper et al. (1988) onderzochten het eetgedrag van herkauwers 
(impala's en kudu's) ten opzichte van bladeren van houtachtigen in de 
Afrikaanse savannen gedurende verschillende seizoenen. Ze vonden dat 
de eetbaarheid samenhing met zowel het eiwitgehalte als het gehalte 
aan gecondenseerde tanninen, zonder dit verder te verklaren. 
Er is dus een optimaal traject waarbinnen het gehalte aan geconden-
seerde tanninen van bladeren moet liggen om voor herkauwers zo min 
mogelijk problemen op te leveren. Het minimum daarvan wordt bepaald 
door het gehalte aan oplosbaar eiwit in het blad of in het rantsoen, 
en het maximum door de overige eigenschappen van de gecondenseerde 
bladtanninen. 
4.5.5 Invloed van omgevingsfactoren en teeltmaatregelen 
Naar de relatie van tanninen in zaden met omgevingsfactoren is weinig 
onderzoek gedaan (Kuhla et al., 1982). Meer is bekend over de vorming 
van deze verbindingen in bladeren, met name van vlinderbloemige voe-
dergewassen. Het tanninegehalte bleek samen te hangen met het al of 
niet optreden van trommelzucht bij herkauwers. Bij stress door de 
omgeving schijnt de shikimaatzuur-route geactiveerd te worden. Daar 
heeft dus de een groot deel van onderstaande literatuur betrekking op, 
met aandacht voor een eventuele relatie tussen het tanninegehalte in 
blad en zaad. 
Proeven zijn beschreven over de invloed van bemesting, luchtveront-
reiniging en licht op tanninegehalten in bladeren van voedergewassen 
en bomen. 
Invloed van licht 
Er zijn diverse aanwijzingen dat de tanninegehalten in blad hoger zijn 
naarmate er meer licht was tijdens de groei. Dat zou voort kunnen ko-
men uit het feit dat ook het flavonoïdegehalte hoger wordt door licht, 
vooral uit het UV-gebied. 
Het flavonoïdengehalte in blad en peulen van Vicia faJba en Pisum 
sativum verschilt bij kas en veldplanten. Meer licht leidt tot een 
hoger gehalte. De flavonolglycoside-patronen voor blad, peul en zaad 
zijn onderling verschillend (Hermann & Wöldecke, 1977). Bladeren van 
tabaksplanten die in de schaduw zijn gegroeid bevatten minder flavo-
noïden dan in de volle zon. 
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In bladeren van Sorghum bicolor waren meer in water oplosbare fenol-
achtige verbindingen aanwezig als het lichter was geweest tijdens de 
groei (Woodhead, 1981) . 
In uitgegroeide bladeren van Barteria fistulosa (een boom die in 
Centraal-Afrika voorkomt en obligaat voor mieren is; de vant-plant') 
werd het totaal-gehalte aan fenolen, het gehalte aan gecondenseerde 
tanninen en stikstof, en de in-vitro-verteerbaarheid bepaald. Er waren 
geen hydrolyseerbare tanninen aanwezig. Bladeren die in de zon waren 
gegroeid bevatten een hoger totaalgehalte aan fenolen (toe te schrij-
ven aan de gecondenseerde tanninen), dan bladeren die beschaduwd waren 
geweest (zie Fig. 4.16 en 4.17). Door het hoger gehalte aan geconden-
seerde tanninen bij een lager N-gehalte waren de bladeren die in de 
volle zon waren gegroeid minder verteerbaar. De waarden van fenol en 
gecondenseerde tanninen zijn niet absoluut met elkaar vergelijkbaar 
omdat verschillende extractiemethoden en standaards werden gebruikt. 
Er is wel een lineair verband (Fig. 4.17). De aanwezigheid van mieren 
of de stand van de takken was niet van invloed. De onderzoekers zoeken 
de verklaring niet in bescherming tegen UV-licht, maar zien tannine-
produktie als een mogelijkheid voor de plant om bij stagnerende groei 
de energie zonder mogelijkheid tot opslag in S-verbindingen toch kwijt 
te raken (Waterman et al., 1984). 
Zwaveldioxyde in de lucht 
Een verband tussen het verlaagde tanninegehalte in bladeren en ver-
hoogde aantasting door predatoren van Cryptomeria japonica (Japanse 
ceder) in een gebied rond een stoomkrachtcentrale met continue geringe 
luchtverontreiniging in Japan werd aangetoond door Katoh et al. 
(1989a). Het tanninegehalte in het blad correleert negatief met het 
sulfaatgehalte. Larven van een schadelijke herbivore mot (Dasychira 
abietes argentata) aten meer van de bladeren die een lager tannine-
gehalte had en die dichter bij de verontreinigingsbron groeiden. Niet 
het totaal-gehalte aan bladtannine was gecorreleerd met de lucht-
vervuiling (als SO2) of met het sulfaatgehalte; het gehalte aan 
gecondenseerde tanninen wel (analyse van blad van Castanopsis). De 
fractie hydrolyseerbare tanninen was gelijk in bladeren op verschil-
lende afstanden van de centrale. Er was geen verband tussen blad-
stikstof gehalte en predatie-schade. Uit verdere proeven bleek (Katoh 
et al., 1989b), dat SO2 in de lucht de shikimaatzuur-route remt. 
Gehalte 
(%vanDS) 
Maar: Manman ar «t. T9M 
I Gecondenseerde tanninen 
(FoSn-Denis) 
i Totaal lenolen 
F i g u u r 4.16 "*"• '-'—" •"""•"" J£J •0-*" "" 
Gehalten aan gecondenseerde tannine en totaal-fenolen in bladeren van zonnige 
en beschaduwde plaatsen van horizontale en verticale takken van Barteria 
















D Verticale takken in de zon 
(geen mieren) 
• Verticale takken in de 
schaduw 
(geen mieren) 
A Horizontale takken in de zon 
(geen mieren) 
A. Idem (wel mieren) 




 • Idem (wel mieren) 
Figuur 4.17 
Lineair verband tussen het totaalgehalte aan fenolen en het gehalte aan 
gecondenseerde tanninen in bladeren van Barteria fistulosa (Naar: Waterman et 
al., 1984) 
De SC>2 uit de lucht komt in de bladeren van Vicia faba terecht als 
sulfaat, maar niet in de peulen (Kropff, 1989 en 1991). De tannine-
gehalten in de zaadhuid staan dus vermoedelijk niet rechtstreeks onder 
invloed van het SO2-gehalte in de lucht. 
Naar de relatie tussen tanninen in zaden en teeltmaatregelen is 
weinig onderzoek gedaan (Kuhla et al., 1982). Proeven zijn beschreven 
over de invloed van bemesting op tanninegehalten in bladeren van 
voedergewassen. 
Zaden 
Geen relatie kon worden aangetoond tussen tanninegehalte in zaden van 
Vicia faba en oogstjaar, bodem, beregening en toepassing van de groei-
regulator Alar (Kuhla et al., 1982). 
Het tanninegehalte in de vegetatieve delen van vicia faba is niet 
gecorreleerd met het gehalte in de zaden (Sjodin et al., 1981). Het-
zelfde geldt voor Sorghum. Bij bewaring van de zaden daalt het gehalte 
in 1 1/2 jaar tot de helft. 
Bladeren 
Het effect van S- en P-bemesting in vegetatieve Lotus pedunculatus op 
het gehalte aan gecondenseerde tanninen en op de oplosbaarheid van het 
bladeiwit is op zure en op zeer vruchtbare grondsoorten in Nieuw-
Zeeland onderzocht door Barry & Forss (1983). Op de zure gronden (pH 
4,5-5,0) was het gehalte zonder bemesting 8-11% op DS; met bemesting 
in hetzelfde seizoen 4-5%, en op de vruchtbare gronden 2-3% (bij een 
ruw-eiwitgehalte van 2 6%). Bij een gehalte van de gecondenseerde tan-
ninen tot 2% wordt alle tannine gebonden door het oplosbare bladeiwit. 
Bij een hoger gehalte is er een fractie 'vrij' gecondenseerd tannine 
aanwezig. 
In bladeren van Pinussoorten was het tanninegehalte hoger bij arme-
re bodemomstandigheden. Door fosfaatbemesting kon het gehalte wordem 
verlaagd (Tiarks et al., 1989). 
4.5.6 Veredelingsaspecten 
Tanninegehalten in de zaadhuid van bonen van Phaseolus vulgaris zijn 
genetisch bepaald (Ma S Bliss, 1978). 
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Ook in .Lens culinaris is de erfelijkheid vastgesteld (Vaillancourt et 
al., 1986). In lijnen met een laag gecondenseerd-tanninegehalte is de 
zaadhuid dunner, waardoor het zaad gevoeliger zou kunnen zijn voor 
koudeschade of voor pathogenen. 
De genetische variabiliteit van het tanninegehalte in de zaden van 
Vicia faba is bestudeerd door Cabrera et al. (1989) . Er is een succes-
volle veredeling mogelijk op een laag tanninegehalte, maar de op-
brengst is dan niet hoog genoeg. De ziekteresistentie lijkt voldoende 
te zijn (Van Loon et al., 1989). 
Een vrij recent overzicht over de ontwikkelingen bij veredeling van 
veldbonen is gegeven door Bond (1987). 
Witbloeiende rassen hebben tanninevrije zaden, maar de opbrengst is 
lager en minder voorspelbaar dan die van bontbloeiers. De veredeling 
moet zich dus ook richten op witbloeiende rassen met een meer voor-
spelbare opbrengst. Er zijn goede perspectieven voor verlaging van de 
gehalten van tannine in bonen van Vicia faba. 
Cabrera en Martin (1986) vonden, dat het gehalte aan gecondenseerde 
tanninen in droog geoogste, gemalen bonen van 55 cultivars van Vicia 
faba die onder gelijke omstandigheden in de kas waren opgekweekt, 
vooral correleerde met de kleur van de bloemen en ook, maar in mindere 
mate met de kleur van de zaadhuid. 
Onderzoek naar de vererving van de zaadhuidkleur bij Vicia faba ma-
jor is beschreven door Ricciardi et al. (1985). Op grond van de weinig 
van omgevingsfactoren afhankelijke kleur van de zaadhuid werd verwacht 
dat de vererving betrekkelijk eenvoudig was. Dat bleek ook zo te zijn. 
De kleur werd gescheiden in zeven samenstellende kleuren, die afzon-
derlijk vererven. 
Nozzolillo et al. (1989) onderscheidden de kleur in acht genetisch 
bepaalde componenten. De corresponderende flavonoide aglyconen werden 
geïdentificeerd als myricitine, quercitine, kaempferol. Witte zaden 
bevatten geen proanthocyanidinen. Alle zaden behalve de witte bevatten 
apigenine-type flavonen. Anthocyaninen komen alleen voor in violette 
zaden (malvidine-, delfinidine-, petunidine- en cyanidine-glycosiden). 
De donkerste kleuren (zwart, bruin en rood) worden veroorzaakt door 
niet-geïdentificeerde polymeren. Twee loei bepalen de hoeveelheid en 
het type flavonoïden: a de monomeren (flavonolen) en b de flavonoïde 
polymeren (gecondenseerde tanninen). 
De concentratie van zowel flavonoïde aglyconen als glycosiden in 
peulen van Vicia raJba neemt toe tijdens de ontwikkeling, terwijl de 
kleur rood en bruin wordt (Tomâs-Barberân et al., 1991). Enkele van 
deze verbindingen zijn eerder in verband gebracht met inductie van 
genen voor de vorming van wortelknolletjes in Rhizobium. 
Een gen dat het gehalte aan leucoanthocyanidine in bladeren van 
Sorghum bicolor bepaald is gelocaliseerd door Haskins & Gorz (1986). 
Selectie op gewenst gehalte in het blad, wat belangrijk kan zijn voor 
voedersorghum, behoort dus tot de mogelijkheden. 
4.5.7 Produktbehandeling 
Voor menselijke consumptie worden maatregelen genomen om het schade-
lijke effect van tanninen (in bonen vooral gecondenseerde) te minima-
liseren, zoals malen en ontvliezen; weken; koken; laten kiemen; toe-
voegen van complexvormers (bv. polyethyleenglycol); chemische behande-
ling van voedsel/voer (Marquardt, 1989). Voor humane consumptie is een 
bewerking van de peulvruchten eenvoudig uitvoerbaar en doeltreffend om 
de ongewenste stoffen zoals tanninen grotendeels onschadelijk te ma-
ken. Daar is veel onderzoek aan verricht. 
Bonen van Vicia faba (acht variëteiten) werden veel verteerbaarder 
voor de mens na 18 uur inweken en 1 uur koken (Moneam, 1990). Het tan-
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ninegehalte nam af van 1,2-4,4 tot 0,39-0,93 mg catechine-equivalenten 
per g zaadhuid. 
Na een nacht weken werd nog maar de helft van de gecondenseerde 
tanninen teruggevonden in zaden van Cajanus cajan en Cicer arietinum, 
en driekwart in Phaseolus mungo en Phaseolus aureus. Na aansluitend 48 
uur kiemen daalde het gehalte nog eens met respectievelijk 10% en 25%. 
Bij koken van de rauwe peulvruchten daalde het gehalte met 70% (Rao & 
Deosthale, 1982). 
Inweken met water tot 40% vocht en daarna zuurstofvrij bewaren 
gedurende 3 à 4 weken verbeterde de voedingswaarde van Sorghum voor 
ratten, kuikens en varkens, terwijl het tanninegehalte afnam. 
In bonen van Vicia faba was het tanninegehalte met 25% gedaald na 
24 uur kieming; daarna steeg het gehalte weer (Rahma et al., 1987). 
Voor veevoederdoeleinden is een droge scheiding van produkten 
mogelijk, zoals ontbliezen van veldbonen, aangezien de tanninen alleen 
in de zaadhuid aanwezig zijn. Er blijven echter de andere ANF's over. 
Sericea lespedeza met een hoog tanninegehalte is als hooi geschikt 
als voeder voor schapen (Terrill et al., 1989). De analyseerbare 
hoeveelheid gecondenseerde tannine daalt daardoor. 
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Tabel 4.7 
Samenvatting van literatuuropgaven van gehalten aan gecondenseerde tanninen in 
zaden en organen van vlinderbloemigen en enkele bomen 
Bron (aantal cultivars) gehalte 
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Vicia f aba hee l zaad: 
bont 
wit 
normaal bont (8) 
diffuus (8) 











































catechine eq. Frauen et 
al., 1984 
AOAC tannine zuur eq. Rahma et 
al., 1987 
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Bron (aantal cultivars) gehalte 





Andere peulvruchten (2aden, tenzij anders vermeid) : 
Ca janus ca jan 0,38-1,71 # catechine eq. 
Cicer arietinum 0,08-0,27 
Phaseolus aureus 0,47-0,80 
P. mungo 0,54-1,20 
P. vulgaris (29) 0,19-1,89 
cotylen, Wisconsin 0,16-0,32 
cotylen, Puerto Rico 0,03-0,24 
Pisum sativum (wit; 5) 0,16-0,30 
P. arvense (bont; 1) 0,71 
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eigen standaard Hanny et 
al., 1978 
Bladeren : 
Barteria fistulosa 1,49-29,48 
Salix dephnoides 0,75 
Desmodiwn tilaefolium 1,0 9 
Indigofera gerardiana 1,49 
Lotus pedunculatus 

































* vanilline-HCl (of H2S04) 
* butanol-HCl of methanol-HCl 
** Folin-Ciocalteu, na neerslaan van eiwit met PVP 
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4.6 Vicine en convicine 
4.6.1 Definitie, structuur en analyse 
Vicia f aba bevat ANF's uit verschillende groepen. Naast lectinen, 
tanninen en trypsineremmers bevatten ze nog andere factoren die de 
voedingswaarde beperken. Deze zijn geïdentificeerd als vicine en con-
vicine en komen vooral in de cotylen voor. Ze worden naar de cotylen 
getransporteerd en niet ter plaatse gemaakt. De biosynthese vindt 
plaats in de peulwand (Pitz et al., 1981). Zie Figuur 4.18 voor de 
chemische structuur. Ook in lupinezaden wordt vicine aangetroffen (El-
Habbal et al., 1987) . 
Analyse 
V i c i n e en c o n v i c i n e kunnen worden g e a n a l y s e e r d met HPLC of U V - s p e c t r o -
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Structuurformules van vicine en convicine, hun agluconen en DOPA-glucoside 
4.6.2 Effecten in dier en mens 
De glucosiden vicine en convicine en hun agluconen (divicine en iso-
uramil) en DOPA-glucoside uit zaden van Vicia faba major en in mindere 
mate Vicia faba minor leiden bij humane consumptie tot favisme bij de 
bevolking rond de Middellandse Zee waarvan een deel glucose-6-fosfaat-
dehydrogenase mist. 
Het aminozuur DOPA komt voor in Vicia f aba en in "velvet bean' 
(Stizolobium deeringianum; Liener, 1989). 
Vicine en convicine zijn thermostabiel en aanwezigheid van vooral 
vicine veroorzaakt een slechte voedingsopname bij pluimvee. 
Uit proeven met ratten bleek, dat convicine de biologische waarde 
van het eiwit in de bonen veel meer dan vicine en DOPA-glucoside ver-
mindert (Bjerg et al., 1984). 
Veldbonen met diverse gehalten aan vicine en tannine hadden bij 
voeren aan kippen een negatief effect op het eiergewicht en op de 
dikte van de schaal (Naber et al. 1988). Er was geen direct verband. 
Het eiergewicht bij leghennen nam af bij verwerking van meer veld-
bonen in het voer. Dat wordt toegeschreven aan vicine en convicine. 
Door de microflora in het maag/darmkanaal worden deze verbindingen 
omgezet in de hoogst reactieve vrije-radicaalvormende verbindingen 
divicine en iso-uramil (Marquardt, 1989). Over negatieve effecten bij 
varkens en herkauwers is minder bekend. 
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4.6.3 Functie in de plant 
Vicine en convicine zijn pas kort bekend als ANF's, zodat er nog niet 
zoveel onderzoek aan is gedaan. Over een functie is weinig bekend. 
4.6.4 Vóórkomen in het gewas 
In zaden van 125 lijnen van Vicia faba werden onder andere het gehalte 
aan vicine bepaald (Frauen et al., 1984). De glucosiden zitten vooral 
in de cotylen en nauwelijks in de zaadhuid. Vicine en convicine zijn 
niet gevonden in zaden van andere vlinderbloemigen. Jonge zaden bevat-
ten meer dan rijpe. Vicine is al in 1870 geïsoleerd uit voederwikke 
{Vicia sativa; Jamalian & Bassiri, 1978). 
Groene plantedelen accumuleren DOPA (maar niet de glucosiden) tot 
een relatief hoge waarde. 
Vicine, convicine en DOPA kunnen kwalitatief en kwantitatief worden 
geanalyseerd met HPLC, GLC of Sephadex + UV-absorptie. In Tabel 4.8 
zijn gehalten uit de literatuur samengevat. 
Tabel 4.8 
Overzicht van vicine en convicine-gehalten in bonen van Vicia faba 
Gehalte (% in dxogestof) Referentie 
vicine + convicine 
0,62-1,25 Pitz et al., 1981 
0,69-1,26 Gardiner et al., 1982 
0,16-1,79 Bjerg et al., 1985 
0,41-1,50 Duc et al., 1989 
Het vicinegehalte in zaden van Vicia faba liep uiteen van 0,22-1,01% 
op drogestof in het zaad; het convieinegehalte varieerde van 0,07 tot 
0,96% (Duc et al., 1989). Er was geen verband tussen tannine- of 
eiwitgehalte in het zaad of zaadgrootte enerzijds en (con)vicine-
gehalte anderzijds (Pitz et al., 1981). 
De vicineconcentratie tijdens peulontwikkeling van veldbonen {Vicia 
faba L. major) in het veld (Iran) werd gevolgd door Jamalian & Bassiri 
(1978) . Peulen van 1-2 cm bevatten 1140 mg per 100 gram droog weefsel; 
peulen van 5-6 cm bevatten 2460 mg en bij de uitgegroeide peul was het 
gehalte gedaald tot 900 mg. Dit patroon werd ook gevonden in de hele 
zaden, cotylen en zaadwanden. 
4.6.5 Invloed van omgevingsfactoren en teeltmaatregelen 
Het gehalte aan vicine, convicine en DOPA en DOPA-glucoside in zaden 
van Vicia faba is door Bjerg et al. (1984 en 1985) bestudeerd aan ma-
teriaal uit Europa, Afrika en het gebied rond de Middellandse Zee, van 
variëteiten die weinig verschilden in tijdstip van afrijpen. Uit eer-
der onderzoek was gebleken dat vroegrijpende variëteiten een hoger 
glucosidegehalte in het zaad hebben. Uit analyse van zaden van vier 
lokaties (Denemarken) bleek, dat de variabiliteit in de gehalten groot 
was, maar dat plaats en jaar alleen significant van invloed waren op 
het vicine-gehalte en niet op de andere glucosidegehalten; het ontwik-
kelingsstadium was dat wel. 
4.6.6 Veredelingsaspecten 
Ook genetische factoren zijn belangrijk, zodat veredeling mogelijk 
moet zijn op lage glucosidegehalten. 
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Sixdenier & Duc (1989) komen tot dezelfde conclusie na proeven met 19 
voorjaars-genotypen op twee plaatsen in Frankrijk (Rennes en Dijon). 
De genetische variabiliteit binnen Vicia faba voor vicine en con-
vicine is in omvangrijke proeven (918 genotypen) over vier jaar in 
Frankrijk onderzocht door Duc et al. (1989). Ze lokaliseerden een gen 
dat codeert voor bijna-vicinevrij zaad, en één voor convieine-vrij 
zaad. Hiermee willen ze gaan veredelen. 
Door veredeling zouden er variëteiten met een lager vicine- èn con-
vicinegehalte moeten komen. Meestal gaat dat niet samen. Bovendien 
wordt L-DOPA (in blad) dan laag, waardoor de vatbaarheid voor Botrytis 
cinerea en Ascochyta fabae zou kunnen toenemen. Voor Botrytis fabae is 
er geen verschil in vatbaarheid van witbloeiende rassen (zonder L-
DOPA) bekend (Heilbronn & Harrison, 1989). 
Pitz et al. (1981) bepaalden gehalten van vicine en convicine en to-
taal glucosiden tijdens de ontwikkeling van zaden van vier variëteiten 
van Vicia f aba minor van verschillende plaatsen in Canada (Saskatoon). 
De gehalten waren het hoogst in de jonge zaden en daalden snel bij 
afrijping. De gehalten waren significant afhankelijk van plaats en 
genotype. De variatie tussen cultivars in het gehalte van convicine 
was groter dan voor het vicinegehalte. 
Ook individuele zaden waren erg verschillend in vicine- en vooral 
in de convicinegehalten. De zaadhuiden waren niet geheel vrij van 
glucosiden. 
4.6.7 Produktbehandeling 
Tijdens kieming verdwijnen de glucosiden uit de zaden. Na vijf dagen 
kiemen daalt het vicinegehalte in lupinezaden af tot de helft (El-
Habbal et al., 1987) . 
In bonen van Vicia faba daalde het vicine- en convieinegehalte met 




Het lectinegehalte in zaden van Leguminosen zou kunnen worden verlaagd 
door verschuivingen in de zaadeiwitfracties, wat door veredeling kan 
worden bereikt. Het belangrijkste lectine in Vicia faba, viciline, 
heeft een lager zwavelgehalte dan het grootste deel van de reserve-
eiwitten, legumine. Bij veredeling op een lager lectinegehalte veran-
dert ook de voedingswaarde/ omdat lectine zelf een eiwit is. Bij Pha-
seolus leidde dat tot nu toe niet tot een betere voedingswaarde; bij 
Vicia faba is een betere voedingswaarde te verwachten omdat viciline 
zwavelarmer is dan het overig eiwit. Hier is geen onderzoek naar ge-
vonden. Overigens bevatten zaadeiwitten meer zwavelrijke fracties 
onder suboptimale omstandigheden ten koste van de eiwit- en zaad-
opbrengst . 
• Proteaseremmers 
Het onderzoek betreft overwegend sojabonen. De remmers zijn vooral 
aanwezig in de cotylen, maar ook in de zaadhuid van iegumi/iose/i-zaden. 
Ze komen ook in zaden van Cruciferen voor. 
Als het zo is dat deze glucoproteinen in de zaden als S-depôt fun-
geren, dan moet er een verband zijn tussen het gehalte en de zwavel-
voorziening van de plant. Bij zwavelgebrek zou de fractie protease-
remmers minder moeten zijn; hierover is geen onderzoek gevonden. 
Bij Vicia faba is het gelukt om door veredeling tot lagere remmers-
activiteit te komen. 
Glucosinolaten 
Deze verbindingen komen voor in zaden van Brassica-soorten. Er is veel 
recente literatuur over bemestingsonderzoek. In proeven met de ver-
edelde 00-rassen (erucazuurvrij en laag in GLS) bleek de GLS in zaden 
te fungeren als S-depôt. De zwavelvoorziening van de plant (ook via de 
lucht als SO2) en de interne verwerking ervan zijn van invloed op het 
gehalte; dat blijkt ook uit de variatie in GLS-gehaltes van hetzelfde 
ras op verschillende teeltlocatie; uit stijging van het gehalte bij 
lagere opbrengst en lager oliegehalte bij droogte na de bloei; uit een 
lager GLS-gehalte bij zwavelarme bemesting op zandgrond (niet op klei) 
in een omgeving met een laag SO2-gehalte in de lucht; en uit de grote-
re gevoeligheid voor zwavelgebrek bij de 00-rassen. 
Alkaloïden 
Deze uitgesproken produkten van het secundaire metabolisme van de 
plant ontstaan in stress-situaties. Bij een optimale verzorging van 
het gewas zal het gehalte minimaal zijn. Veredeling is een probaat 
middel voor verlaging van gehalten. 
Tanninen 
Het gehalte aan gecondenseerde tanninen in zaadhuiden van zaden van 
vlinderbloemigen bij de (droge) oogst hangt samen met de hoeveelheid 
flavonoïden in de zaadhuid in een vroeger ontwikkelingsstadium, waar-
uit ze door polymerisatie tijdens indrogen van de zaadhuid bij af-
rijpende zaden worden gevormd. De samenstelling en het gehalte van de 
flavonoïden is genetisch bepaald en kan door veredeling veranderd wor-
den. Vicia faba kan worden veredeld op een laag tanninegehalte in de 
zaden. Er is geen verband gevonden tussen de gehalten in de zaadhuiden 
en de gehalten in de bladeren (in Vicia faba). 
In blad staat het gehalte gecondenseerde tanninen onder invloed van 
met name UV-licht, de zwavelvoorziening van de plant inclusief SO2-
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luchtverontreiniging. Vlinderbloemige voedergewassen hebben een hoger 
gehalte op arme zure gronden bij stress door de omgeving (droogte, 
zwavelgebrek) omdat de biosynthese wordt bevorderd. Bij bomen is aan-
getoond dat door SO2 uit de lucht de biosynthese juist geremd wordt. 
Voor herkauwers moeten juist gecondenseerde tanninen in bladeren 
aanwezig zijn om trommelzucht te voorkomen. Er is een optimaal tra-
ject, afhankelijk van de hoeveelheid oplosbaar eiwit in het rantsoen. 
Vicine en convicine 
De biosynthese van deze glucosiden vindt plaats in de peulwand, 
vanwaaruit ze naar de cotylen worden getransporteerd. Het gehalte is 
het hoogst in jonge zaden. Het gehalte aan vicine heeft geen relatie 
met dat van convicine. Veredeling is mogelijk op een lager gehalte. 
Verlaging van alle beschouwde ANF's kan worden bereikt door verede-
ling, selectie of genetische manipulatie. In veel gevallen gaat een 
verlaging van ANF-gehalte in een gewas samen met een mindere op-
brengst. Het wordt een economische afweging of dat van praktisch 
belang is. Ook vermindert de beschermende werking voor de plant die 
veel van hier beschouwde ANF's bezitten. Welke consequenties dat heeft 
voor schade aan het gewas door ziekten en plagen is niet te voor-
spellen en moet van geval tot geval blijken of worden onderzocht. 
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Discussie en suggesties 
5.1 Inleiding 
Het blijkt moeilijk om algemene conclusies te geven over de invloed van 
omgevingsfactoren en teeltmaatregelen op het ANF-gehalte in land-
bouwprodukten die als veevoeder worden gebruikt. Onderzoek over een 
aantal specifieke combinaties van gewas/omgevingsfactor/kwaliteits-
aspect biedt echter wel aanknopingspunten. 
Een aantal ANF's (bijvoorbeeld alkaloïden) kan als secundair plan-
temetaboliet worden beschouwd. In het algemeen wordt de biosynthese 
daarvan gestimuleerd onder stress-omstandigheden zoals N- of S-gebrek. 
Een aantal ANF's is zwavelhoudend (lectinen, proteaseremmers en GLS) en 
zou een S-depôt kunnen vormen. In dat geval moet zwavelgebrek of 
zwaveloverschot gerelateerd zijn aan het ANF-gehalte. Voor GLS is de 
relatie met de beschikbare zwavel inmiddels aangetoond. 
Veranderende omgevingsfactoren waar we geen vat op hebben kunnen 
tegengestelde effecten hebben op de ANF-gehalten in gewassen. Door SO2 
in de lucht wordt de biosynthese van gecondenseerde tanninen geremd, 
terwijl door het gat in de ozonlaag (meer UV-licht) deze juist bevor-
derd wordt. 
Veredeling lijkt gezien de recente literatuur op dit moment de 
meestbelovende weg naar verlaging van de ANF-gehalten in landbouw-
produkten voor veevoer. 
Het onderzoek naar veevoedingskwaliteit van landbouwprodukten wordt 
bemoeilijkt doordat er verschillende ANF's tegelijkertijd in eenzelfde 
produkt voor kunnen komen. Bovendien kan er na de oogst ook nog kwali-
teitsverlies optreden. In Phaseolusbonen komen bij bewaring makkelijk 
toxinen terecht door schimmels/ die de voedingswaarde verminderen. Dat 
zou bij veldbonen ook wel eens op kunnen treden (Palmer & Thompson, 
1975) . 
Omdat de hier beschouwde groepen ANF's allemaal wel een of andere nut-
tige of beschermende werking in de plant hebben, is er een risico dat 
de planten bij verlaging van het ANF-gehalte vatbaarder worden voor 
ziekten, plagen en vraat, of dat bij de vlinderbloemigen de vorming van 
wortelknolletjes minder optimaal zal verlopen. 
Onderzoek heeft reeds inzicht verschaft in de volgende processen: 
het glucosinolaatgehalte in Brassicazaden en de rol van de zwavel-
voorziening daarbij; 
het gehalte aan gecondenseerde tanninen in blad van vlinderbloemige 
voedergewassen in relatie tot het optreden van trommelzucht bij 
herkauwers; 
remming van de biosynthese van gecondenseerde tanninen in blad van 
bomen door S02~verontreiniging in de lucht. 
Op een aantal onderwerpen is wel onderzoek verricht maar dit heeft niet 
geleid tot onderscheid in invloed van plaats, jaar en omgevings-
factoren op ANF-gehalten. 
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5.2 Omgevingsfactoren 
5.2.1 N- en S-voorziening 
Rhizobiumontwikkeling in relatie tot W en S 
Veldbonen nemen het grootste deel van hun stikstof op door stikstof-
binding uit de lucht door symbiose met Rhizobium. Dat blijkt uit de 
afwezigheid van een respons bij N-bemesting. N-bemesting heeft alleen 
effect op de opbrengst van Vicia faba op het moment dat de N-binding 
via de wortelknolletjes nog niet op gang gekomen is of als die minder 
wordt (bij sojabonen tijdens de bloei). Bij (te)veel beschikbare stik-
stof ontwikkelen zich minder wortelknolletjes. Bladbemesting met bloem 
van zwavel bleek eerder in kasproeven met Phaseolus vulgaris en Gly-
cine max een positief resultaat op de korrelopbrengst te hebben. Bij 
toediening van S als sulfaat was er geen respons. Er was een opmerke-
lijk positief effect van S-toediening op de korrelopbrengst ondanks 
een hoog gehalte aan beschikbare S in de grond. Inoculatie had slechts 
in enkele gevallen een significant positief effect in combinatie met 
de S-bemesting. 
De pH in de bodem (in het wortelmilieu) is van invloed op de kie-
ming en vorming van wortelknolletjes. Bij luzerne stijgt de pH in 12 
dagen van 5,1 tot 5,7. De vorming van wortelknolletjes werd daardoor 
niet beter. De zuurgevoe-lige stap bleef dus bestaan. 
De stikstofbinding van vlinderbloemigen kan worden bestudeerd in 
rhizotrons, waar de veldomstandigheden beter worden gesimuleerd dan in 
kasproeven (Pijnenborg & Lie, 1990). De kwaliteit van de symbiose met 
Rhizobium zou verbeterd kunnen worden door betere stammen te kweken en 
betere combinaties van Rhizobiumstam en gewasvariëteit uit te zoeken. 
Enten is in het veld niet nodig; in de kas wel. Voor de selectie van 
de beste combinaties is geen goede methode beschikbaar, hoewel er naar 
betere selectiecriteria wordt gezocht. Het aantal wortelknolletjes aan 
een plant is volgens Shukla et al. (1986) een goed criterium. 
Het is mogelijk dat niet het gewas gevoelig is voor de teelt-
omstandigheden, maar de combinatie met de Rhizobiumstam of de stam 
zelf. In dat geval moet dus gezocht worden naar meer stresstolerante 
combinaties of stammen. 
Planten van Vicia faba verzuren het wortelmilieu door de uitschei-
ding van protonen. De gevoeligheid van Vicia voor te zure gronden is 
een gevolg van het onvermogen om protonen (ATP-ase gedreven) uit te 
scheiden bij lage pH, waardoor de nutriëntenopname wordt beperkt. Bij 
pH<6 worden protonen opgenomen door de plant (zie ook Kropff). Er 
treedt ophoping van chloride-ionen op in de wortels. Vicia is niet in 
staat die uit te scheiden (Schubert et al., 1990). 
Veldboon vormt wat betreft oogst een erg onzeker gewas. Bemesting 
met stikstof is alleen bij de start nodig; bemesting met zwavel (als 
poeder) na de bloei had op arme grond een gunstig effect op de op-
brengst. Bemesting met stikstof heeft geen effect, wat er op wijst dat 
voldoende stikstof wordt gebonden. Kennelijk wordt er voldoende stik-
stof gebonden maar niet genoeg zwavel via de wortels opgenomen in die 
groeiperiode. In Vicia faba wordt de N, P, K en S tijdens de zaad-
vulling uit de bodem opgenomen; slechts een gering deel wordt geredis-
tribueerd uit stengel, blad en peulen (Hebblethwaite, 1983). 
Vermoedelijk is de teelt van veldbonen wel te verbeteren door de be-
mesting en de vochtvoorziening te verfijnen en af te stemmen op de 
ontwikkeling van de symbiose met Rhizobium, nutriëntenbehoefte en 
waterbehoefte tijdens de zaadvullingsperiode. 
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Eiwitsamenstelling 
Er is onderzoek gedaan naar factoren die eiwitgehalte en eiwitsamen-
stelling van zaden van peulvruchten beïnvloeden, met aandacht voor het 
zwavelgehalte: in Glycine max (Thompson et al., 1981; Bailey & Grant, 
1989; Teramura et al., 1990), Pisum sativum (Eppendorfer & Bille, 
1974; Reichert & MacKenzie, 1982) en Vicia faba (Burkhard, 1983; 
Barratt, 1984a en b; Filek & Koscielnak, 1987; Scheybal, 1988; Bailey 
& Grant, 1989) . 
Het beschreven onderzoek naar factoren die gehalten aan lectine en 
reserve-eiwit in zaden van peulvruchten beïnvloeden heeft als doel de 
voedingswaarde (in eerste instantie voor humane voeding) te verbeteren 
door een verschuiving naar de eiwitten met het hoogste S-gehalte. 
Theoretisch zou een verschuiving naar minder lectinen (viciline is 
zwavelarm) en meer zwavelrijke eiwitten de voedingskwaliteit op twee 
fronten tegelijk verbeteren. Dit vakgebied staat wat praktische resul-
taten betreft nog in de kinderschoenen. 
GLS 
Wat betreft de glucosinolaten is veel onderzoek verricht naar de fac-
toren die het GLS-gehalte beïnvloeden in Brassica en is veel vooruit-
gang geboekt bij het begrip van de rol van GLS, dank zij het door ver-
edeling beschikbaar komen van de 00-rassen. Daarmee is aangetoond dat 
de GLS een buffervoorraad zwavel vormen; de zwavelhoudende precursors 
zijn niet remobiliseerbaar. Dat brengt het risico met zich mee, dat de 
veredelde rassen incidenteel zwavelgebrek kunnen krijgen. Op plaatsen 
met een geringe luchtverontreiniging en een bemesting zonder sulfaat 
komt dat al voor (Beieren: Maidl S Lindinger, 1991; Engeland). 
Zwavelgebrek is eenvoudig vast te stellen door gewasanalyse. Het 
GLS-gehalte wordt vooral laag bij zwavelgebrek in de vegetatieve fase. 
Een O-ras met relatief laag GLS-gehalte kan in gebieden met hoge SO2-
verontreiniging op arme grond meer glucosinolaten produceren. Het GLS-
gehalte in de plant wordt niet erg hoog bij een grote hoeveelheid be-
schikbare zwavel. 
Door verlaging van GLS-gehalte in Brassica zou het gewas vatbaarder 
kunnen worden voor ziekten en plagen. De gevoeligheid voor kevers van 
van Phyllotreta spp. is echter niet verhoogd in 00-rassen (Lamb, 
1988). 
Gecondenseerde tanninen 
Er zijn proeven gedaan om verbanden te kunnen leggen tussen gehalte 
aan gecondenseerde tannine in zaden en plaats of jaar van teelt. Die 
verbanden zijn niet duidelijk geworden (Sjodin et al., 1981; Kuhla et 
al., 1982; Frauen et al., 1984). 
Over factoren die gehalten aan gecondenseerde tanninen in zaden 
beïnvloeden is niet veel bekend. Het is jammer dat in proeven van 
Kropff met Vicia faba met SO2 wel veel chemische gewasanalyses zijn 
verricht, maar dat het gehalte aan gecondenseerde tanninen niet is 
bepaald. Uit uitgebreide proeven (o.a. met beregening als variabele) 
met verschillende rassen Vicia faba bij het CPO zijn nog monsters 
bonen bewaard waarin het gecondenseerde tanninegehalte alsnog zou 
kunnen worden bepaald. 
Wel is onderzoek gedaan naar de factoren die de gehalten in 
bladeren van vlinderbloemige voedergewassen bepalen (Jones et al., 
1976; Sarkar et al., 1976; Broadhurst & Jones, 1978; Barry & Forss, 
1983). Het mechanisme van de beschermende werking van gecondenseerde 
tanninen voor herkauwers tegen trommelzucht is opgehelderd (Barry & 
Manley, 1986) . Voor éénmagigen is de tanninewerking uiteraard geheel 
anders, maar de literatuur is interessant vanwege het gedrag van de 
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plant. Er zijn stressfactoren in het milieu die de biosynthese van de 
gecondenseerde tanninen (in de shikimaatzuurroute) stimuleren (zwavel-
gebrek, ethyleen) of remmen (SOp in de lucht). 
Over de mechanismen die eraan ten grondslag liggen valt slechts te 
speculeren. Omdat een plant bij zwavelgebrek de relatieve overmaat aan 
stikstof kwijt moet, zou de tanninesynthese een manier van de vlinder-
bloemigen kunnen zijn om in plaats van eiwit toch organische verbin-
dingen (zonder zwavel) te maken om zo energie op te slaan (Waterman et 
al., 1984). Ook bij waterstress zou de tannineproduktie worden gesti-
muleerd en bij hoge temperatuur. Hierover is geen overeenstemming 
(Tiarks et al., 1989). 
Dat geldt voor de nog vitale weefsels, maar niet voor de synthese 
van gecondenseerde tanninen in de zaadhuid, tenzij de invloed plaats-
vindt in een eerder stadium, tijdens de flavonoïdesynthese. 
Als zwavelgebrek leidt tot tannine- of flavonoïdesynthese in de hele 
plant inclusief de zaadhuid, dan moet ervoor gezorgd worden dat het 
gewas in de periode van de bloei en de zaadvulling voldoende zwavel 
beschikbaar heeft. Momenteel wordt daar in de praktijk weinig aandacht 
aan geschonken. De zwavelbehoefte van de plant hangt samen met de 
stikstofopname en die is gestegen, door hoger-producerende rassen of 
door een hogere N-bemesting (bij Cruciferen). Vlinderbloemigen hebben 
niet zo gauw last van zwavelgebrek, maar omdat de S02~verontreiniging 
afneemt en er minder sulfaathoudende meststoffen worden gebruikt dan 
in het verleden zou incidenteel toch een tekort kunnen optreden (Jans-
sen, 1976) . Dat is al waargenomen bij de Brassicateelt, die veel meer 
zwavel vraagt (zie Tabel 2.2). 
Ook al zou men de biosynthese van flavonoïden (en gecondenseerde 
tanninen) kunnen beïnvloeden door teeltmaatregelen of beschaduwing of 
S02-begassing (minder praktisch), dan zou daarmee veel meer veranderen 
in de plant. De shikimaatzuurroute is ook de route voor de aromatische 
aminozuren en de uitgangsverbindingen voor 60% van alle drogestof van 
planten wordt in deze route gevormd (Jensen, 1985). 
Er zijn geen aanwijzingen dat het gehalte aan gecondenseerde tanninen 
in bladeren gecorreleerd is met het gehalte in de zaden of zaadhuiden. 
Sjödin et al. (1981) vonden geen verband in veldbonen; ook in Sorghum 
werd geen relatie aangetoond. 
Het is ook niet duidelijk in hoeverre de gecondenseerde tanninen in 
bladeren structureel vergelijkbaar zijn met die in de zaden. Geconden-
seerde tanninen hebben volgens de definitie een molecuulgewicht tussen 
500 en 3000, maar die in blad hebben een molecuulgewicht van 6 000 tot 
28000 (Jones et al., 1976) en van die in zaden is geen opgave bekend. 
Misschien zouden er in de zaadhuid minder gecondenseerde tanninen 
ontstaan, of zou de polymerisatiegraad lager worden (wat ongunstig zou 
kunnen zijn), als de zaadhuid langer vocht vasthield. Maar omdat veel 
bonensoorten droog geoogst worden is dat praktisch niet zo van belang. 
Overige ANF's: alkaloïden 
Omdat deze groep duidelijk tot de secundaire metabolieten hoort, zal 
het gehalte minimaal zijn bij optimale groeiomstandigheden. 
5.2.2 Licht 
Het flavonoïdegehalte in bladeren staat onder invloed van licht. In 
beschaduwde bladeren is het gehalte lager dan in de zon en in kas-
planten lager dan in het veld opgegroeide planten. De synthese wordt 
bevorderd door UV-B-licht (zie ook Anderson, CSIRO, Volkskrant 29 
juli 1991) . Over tanninegehalten in zaden met betrekking tot licht is 
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geen onderzoek gevonden. Als dat ook lager is bij minder (UV-)licht 
zou beschaduwing een (on)praktische oplossing zijn, die vermoedelijk 
ten koste zal gaan van de opbrengst. 
5.2.3 Verzuring 
Wat het effect van veranderende omgevingsfactoren is, is moeilijk te 
voorspellen. Zwaveldioxyde in de lucht in vrij lage concentraties (tot 
0,7 nmol/m^) remt de biosynthese van gecondenseerde tanninen zonder de 
plantontwikkeling erg te beïnvloeden (Katoh et al., 1989a en b) . 
De verzuring van de bodem, vooral op armere gronden, kan de vorming 
van wortelknolletjes bij vlinderbloemigen negatief beïnvloeden 
(Shriner & Johnston, 1981). 
Bij zure beregening en SO2 in de lucht gedurende lange perioden en 
in lage concentraties (55-90 |ig/m^ ) verandert het zwavelgehalte in za-
den van vicia faba niet, maar de opbrengst wordt lager (Adaros et al., 
1988; Weigel et al., 1988). In sojabonen daalde de zaadopbrengst met 
5-48%, terwijl het eiwitgehalte en zwavelgehalte van de zaden gelijk 
bleef (Sprugel et al., 1980). 
De schade door zure regen is voor vicia faba pas merkbaar bij een 
(incidentele) pH <= 4,5 (Ashenden & Bell, 1989; Linskens, 1989; Percy 
& Baker, 1989). De groei werd 18-40% vertraagd. In Phaseolus multi-
florus verandert de assimilatenverdeling, waardoor het wortelstelsel 
hetzelfde blijft en de scheut lichter is. 
5.3 Veredeling 
Door veredeling is geprobeerd de kwaliteit van de eiwitfractie, waar-
toe ook de lectinen behoren, te beïnvloeden (Bliss, 1990; De Lumen, 
1990). 
Er zijn successen geboekt bij de locatie van de genen voor lectinen 
(Osborn, 1988), alkaloïden (Bond & Smith, 1989), flavonoïden (Nozzo-
lillo et al., 1989), vicine en convicine (Duc et al., 1989; Sixdenier 
& Duc, 1989) . Door het vóórkomen van meer soorten ANF in hetzelfde 
produkt, bijvoorbeeld in zaden van Vicia faba, wordt de verlaging door 
selectie en veredeling gecompliceerd. Vicinegehalten bijvoorbeeld zijn 
niet gerelateerd aan convicinegehalten, zodat een vicinevrij ras een 
aanzienlijke hoeveelheid convicine kan bevatten. Ook is daardoor niet 
altijd even duidelijk waar de ANF-werking aan moet worden toegeschre-
ven. 
Omdat de zaadeiwitten primaire verbindingen uit het metabolisme in 
planten zijn, zijn de hoeveelheid en samenstelling ervan grotendeels 
genetisch bepaald. Door selectie, veredeling en genetische manipulatie 
zou dus een kwaliteitsverbetering mogelijk moeten zijn (Bliss, 1990; 
De Lumen, 1990). Het eiwitgehalte in zaden van peulvruchten kan wel 
verhoogd worden, maar dat gaat wellicht ten koste van de zaadopbrengst 
(Grashoff, 1987). Pogingen om verschuivingen in het zwavelgehalte van 
zaden te bewerkstelligen zijn nog weinig succesvol geweest. 
Bij veredeling van Phaseolusbonen op een lager lectinegehalte bleek 
dat dat geen verbetering te zien gaf van de voedingswaarde van goed 
gaargekookte bonen (voor ratten en dwergkwartels). Voor rauwe bonen of 
halfgare bonen is dat niet onderzocht. In veevoer zouden rassen met 
lage lectinegehalten wellicht verbetering van voedingswaarde op kunnen 
leveren. 
Met succes zijn genetische eigenschappen in Vicia faba met betrek-
king tot tanninen onderzocht (Ma & Bliss, 1978; Ricciardi et al., 
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1985; Cabrera & Martin, 1986; Cabrera et al., 1989; Nozzolillo et al., 
1989). 
Gecondenseerde tanninen ontstaan uit de flavonoïden die in de vitale 
cellen van alle weefsels worden gesynthetiseerd. De volgroeide zaad-
huid van peulvruchten bevat zeer droge buitenste palissadecellen 
(Chowdhury s Buth, 1970). De pigmentatie ontstaat dus vermoedelijk 
door oxidatie en polymerisatie van de aanwezige flavanenmonomeren aan 
de lucht. De gekleurde polymeren hechten zich aan de celwand als het 
protoplasma afsterft (Andrews & Pridham, 1967; Nozzolillo et al., 
1989). 
In zaden van Sorghum worden de tanninen afgezet aan de periferie 
van de centrale vacuolen als de cellen afsterven. De zaadhuid bestaat 
tenslotte uit een dichte amorfe laag tanninen. Als de gecondenseerde 
tanninen eenmaal gevormd zijn blijven ze aanwezig in de afrijpende 
korrels (Morrall et al., 1981). 
Het potentiële gehalte van de gecondenseerde tanninen in zaden en 
het type is dus afhankelijk van de hoeveelheid en de soort flavonoïden 
die aanwezig waren. De typen flavonoïden zijn genetisch bepaald 
(Ricciardi et al., 1985; Nozzolillo et al., 1989). Er is een relatie 
tussen het tanninegehalte in de zaadhuid en de kleur of kleurcomponen-
ten van de bloem. De bloemkleur bleek al een selectiecriterium voor 
lager gecondenseerd tanninegehalte in de zaadhuid te kunnen zijn. Wit-
bloeiers bevatten bijna geen tannine, maar de opbrengst is lager dan 
van bontbloeiers. Hoogstwaarschijnlijk gaat selectie op lager tannine-
gehalte dus ten koste van de zaadopbrengst. 
De andere optie om tot een lager tanninegehalte te komen is om de 
opbrengst zodanig te verhogen dat de teelt van witbloeiers toch accep-
tabel wordt. Die opbrengstverhoging zou dan waarschijnlijk ook in de 
bontbloeiende rassen kunnen worden ingebracht, zodat bontbloeiers toch 
de voorkeur zullen blijven genieten. 
In Vicia faba. zijn de gehalten van vicine en convicine genetisch 
bepaald (Bjerg et al., 1984 en 1985; Sixdenier & Duc, 1989). De gehal-
ten van deze verbindingen blijken niet zo milieu-afhankelijk, zodat 
verlaging in selectie en veredeling gezocht moet en kan worden. 
5.4 Produktbehandeling 
Het onderzoek naar trypsineremmers in peulvruchten betreft vooral de 
gebeurtenissen tijdens kieming. 
Behandeling van het produkt is voor veevoeding wel mogelijk, maar 
zal in de praktijk te duur zijn. Door het laten kiemen van bonen na 
inweken zou het tanninegehalte lager kunnen worden (Rao & Deosthale, 
1982; Rahma et al., 1987; Babar et al., 1988; Marquardt, 1989). Dit is 
praktisch niet aantrekkelijk. 
Uit onderzoek zijn veel gehalten bekend van ANF's van eetbare peul-
vruchten, vooral die welke belangrijk zijn of zouden kunnen worden 
voor humane consumptie; zie ook Tabel 2.1 (Frauen et al., 1984; Grif-
fiths, 1984; Stickland, 1984; Reddy et al., 1985). Het onderzoek heeft 
vooral betrekking op produktbehandeling zoals koken, ontbliezen, 
inweken en kiemen waardoor de schadelijke stoffen verdwijnen of in 
gehalte verminderen (Rao & Deosthale, 1982; El-Habbal et al., 1987; 
Babar et al., 1988; Marquardt, 1989). Dat zijn voor veevoer doorgaans 
te dure maatregelen. 
Theoretisch zouden de enzymen die een rol spelen bij de afbraak van 
de ANF's (tijdens de kieming) kunnen worden geïsoleerd en gebruikt 
voor een biochemische produktbehandeling. De vraag is of dat econo-
misch haalbaar zal zijn. 
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5.5 Suggesties voor verder onderzoek 
Het zal een hele toer zijn om de gehalten van de nu onderkende ANF's 
tot aanvaardbare niveaus terug te brengen, zonder belangrijke nadelige 
gevolgen door verdwijning van de gunstige eigenschappen die ze voor de 
plant hebben. Veredeling en selectie lijkt vooralsnog de 
meestbelovende weg. 
Hoewel veredeling en biogenetische manipulatie voor alle beschouwde 
ANF's perspectieven biedt, volgt hier een aantal suggesties voor ver-
der onderzoek (bij voorkeur uitgevoerd met een qua ANF's genetisch 
rijk en arm ras, of met een ras dat zo min mogelijk overige ANF's 
bevat): 
Invloed van optimalisering van zwavelvoorziening op de gehalten aan 
lectinen, proteaseremmers, GLS en gecondenseerde tanninen. 
Invloed van suboptimale omstandigheden op het gehalte aan flavonoïden 
en tanninen in zaden van Vicia faba; verband tussen gehalte in blad en 
zaden (zaadhuiden; bloemblaadjes). Een eerste aanzet zou kunnen zijn 
de analyse op gehalte aan gecondenseerde tanninen van zaden van veld-
bonen uit proeven met verschillende vochtmetingen (waarvan bijvoor-
beeld bij het CPO-DLO nog materiaal beschikbaar is). 
Invloed van belichtingskwaliteit en -intensiteit op tanninevorming in 
zaden en bladeren van Vicia faba. 
Met dank aan C. Grashoff voor zijn opbouwende opmerkingen bij de 
voorbereiding van dit verslag. 
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BIJLAGE 1 
1.00 100850 FIND VICIA OR PHASEOLUS OR PISUM OR SORGHUM OR BRASSICA OR 
GLYCINE OR LUPINUS 
2.00 7067 FIND LATHYRUS OR CASTOR BEAN OR RICINUS OR PITHECOLOBIUM 
LOBATUM OR STIZOLOBIUM OR CHENOPODIUM 
5.00 285511 FIND MAIZE OR ZEA OR ALL CEREAL# OR ALL ?BEAN? OR LUPIN* 
OR ALL LEGUME# OR LEGUMINOSAE OR SOYABEAN* OR GLYCINE 
MAX 
6.00 3177 FIND CRUCIFERAE OR ALL CRUCIFEROUS CROPS 
7.00 2589 FIND CALLIANFRA OR DESMODIUM OR PENNISETUM PURPUREUM OR 
ACACIA ALBIDA OR PTEROCARPUS LUCENS OR CAPPARIDACEAE 
8.00 115110 FIND WOODY SPECIES OR ALL TREE# OR ALL SHRUB# OR BROWSE 
9.00 439424 FIND 1 OR 2 OR 5 OR 6 OR 7 OR 8 
10.00 248141 FIND 9/(TI;CT) 
11.00 78234 FIND 1 NOT GLYCINE 
12.00 65 FIND CALLIANDRA CALOTHYRSUS 
13.00 3124 FIND ALL TANNIN? 
14.00 0 FIND 12 AND 13 
MORE 
15.00 39564 FIND NUTRITIVE VALUE OR DIGESTIBILITY OR FODDER VALUE 
16.00 4 FIND 15 AND 12 
17.00 2589 FIND 7 NOT CALLIANFRA 
18.00 434931 FIND 2 OR 5 OR 6 OR 17 OR 8 OR 11 
19.00 246674 FIND 18/(TI;CT) 
20.00 2589 FIND DESMODIUM OR PENNISETUM PURPUREUM OR ACACIA ALBIDA OR 
PTEROCARPUS LUCENS OR CAPPARIDACEAE 
21.00 2157 FIND 20/(TI;CT) 
22.00 307 FIND 21 AND 15 
24.00 10 FIND 21 AND TANNIN# 
25.00 3153 FIND ALL ?TANNIN? 
26.00 10 FIND 21 AND 25 
27.00 3153 FIND 25 OR 24 
28.00 3153 FIND 24 OR 25 
29.00 10 FIND 24 OR 26 
30.00 1837 FIND 25/(TI;CT) 






































FIND ALL7VICINE OR VICILINE ALL TANNIN# OR ALL 7TRIPSIN? 
INHIBITOR? OR ALL ?GLUCOSINOLAT? 
FIND ALL ?TRYPSIN? OR ALL INHIBITOR# OR ALL LECTIN* OR ALL 
?ALKALOID? 
FIND ALL SAPONIN? OR ALL PHYTIN? ACID OR ANTINUTRITIONAL 
FACTOR* OR ANF 
FIND ALL PHYTOALEXINS? 
FIND PLANT METABOLITES OR ALL ELICITOR? 
FIND ALL ?AGGLUTININ? OR ALL ?FLAVONOID? 
FIND SULFUR AMINO ACIDS 
FIND 33/(TI;CT) OR 34/(TI;CT) 
FIND 36/(TI;CT) OR 37/(TI;CT) 
FIND 38/(TI;CT) OR 39/(TI;CT) OR 40/(TI;CT) 
FIND 41 OR 42 OR 43 
FIND 19 AND 44 
FIND ACID RAIN OR AIR POLLUTION OR ACID DEPOSITION OR 
OZONE 
MORE 
47.00 107385 FIND SOIL PH OR SULFUR OR SULPHUR OR GROWTH REGULATORS OR 




















FIND SHIKIMATE PATHWAY OR DROUGHT OR WATER STRESS OR WATER 
SHORTAGE OR TEMPERATURE OR TEMPERATURE STRESS OR 
NUTRITION 
FIND ALL NUTRIENT? OR ALL FERTILIZ? 
FIND SULFUR OR ALL DEFICIENC? OR POTASSIUM OR NITROGEN OR 
LOCATION EFFECTS OR GENETIC VARIABILITY OR ALL 
PATHOGEN? 
FIND RESISTANCE OR ENZYME# OR GERMINATION OR NUTRITIONAL 
VALUE OR SOLAR RADIATION 
FIND PHOSPHOR OR ALL ?PHOSPHATE 
FIND 46/(TI;CT) OR 47/(TI;CT) 
FIND 48/(TI;CT) OR 49/(TI;CT) 
FIND 50/(TI;CT) OR 52/(TI;CT) 
FIND 54 OR 55 OR 56 
FIND 45 AND 57 
5 9 . 0 0 
6 0 . 0 0 
6 1 . 0 0 
6 2 . 0 0 
6 3 . 0 0 
6 4 . 0 0 
6 5 . 0 0 
6 6 . 0 0 













58 NOT NITROGEN FIXATION 
59 AND PY>1980 
60 AND PY>1984 
61 AND LA=(ENGL;FREN;GERM) 
62 NOT GROWTH INHIBITORS 
62 NOT 63 
62 NOT METABOLISM 
62 NOT 65 
62 AND PY>1986 
Opmerking: 
Het zoekprofiel bevat op verzoek een sub-onderwerp "Tanninegehalten 
in bladeren van houtachtige gewassen die in Kenia groeien, en als 
voeder voor vooral geiten kunnen dienen", waarvoor een aantal 
trefwoorden is toegevoegd. 
In het verslag is hier verder geen speciale aandacht besteed. 
Bijlage II 
Als model daarvoor stelt Kropff voor, dat de H+ wordt verwijderd door 
a. OH~-ionen die in het blad ontstaan bij de inbouw van sulfaat en 
nitraat in organische verbindingen 
b. OH~-ionen die ontstaan door decarboxylatie van organische anionen (een 
biochemisch pH-stat-mechanisme met als belangrijkste die rond 
malaat tussen pH 6 en 8). 
Die organische anionen worden geproduceerd door de biochemische pH-
stat om OH~-ionen uit de celoplossing te verwijderen. Ze verschijnen 
in bladeren of wortels bij sulfaat- en nitraatreductie, en in wortels 
als het verschil in opname van anorganische kationen en anorganische 
anionen worden gecompenseerd door H+-uitscheiding uit de wortels. De 
vorm waarin de stikstof wordt toegediend bepaalt het vermogen van de 
plant om de H + in het blad tijdens S02_opname te neutraliseren door de 
veronderstelde mechanismen. 
In veldproeven met een ^ -bindend Vicia faba-gewas was de toename 
in sulfaat in de scheuten equivalent met de lading van de afname in de 
hoeveelheid, gemeten als het verschil tussen anorganische 
kationgehalte (C: K+, Na+, Ca2- en Mg2-) en anorganisch aniongehalte 
(A: Cl-, H2P04~, N03~ en S0 4 2 -), wat duidt op gedeeltelijke 
verwijdering van door S02~opname geproduceerde H+-ionen door OH~-ionen 
uit sulfaatreductie en gedeeltelijk door decarboxylering van 
organische anionen. 
Bij nitraatassimilatie ontstaan, evenals bij sulfaatassimilatie, 0H~-
ionen, die de produktie van organische anionen induceren. Bij NH4+-
assimilatie ontstaat echter H+-produktie. Dat verklaart het lage 
organische anionengehalte dat meestal in op ammoniumzouten gekweekte 
planten wordt gevonden. Assimmilatie van neutraal N 2 levert geen van 
beide. In de wortels wordt 0H~ verwijderd door een pH-staat-mechanisme 
als er H+ wordt uitgescheiden. 
Kropff concludeert dat de metabolische buffercapaciteit van bladcellen 
samenhangt met de snelheid van sulfaat- en nitraatreductie en de 
import van organische anionen, en minder met het gehalte aan 
organische anionen in de vacuolen. 
